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I 
 
I.   POVZETEK 
 
Fluorescenca je oblika fotoluminiscence, ki so jo prvič dokumentirali že v 16. in 17. 
stoletju. Velik mejnik v njeni zgodovini predstavlja publikacija Georga Gabriela Stokesa 
leta 1852, v kateri je tudi prvi izumil izraz fluorescenca. Fluorescenčna mikroskopija je 
danes ključno orodje v biomedicini, biologiji in znanosti o materialih, katere ločljivost je 
bila do pred kratkim omejena z uklonsko limito. To se je spremenilo z iznajdbo super 
resolucijskih tehnik, med katere spada tudi mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije 
(STED), ki omogočajo ločljivost nekaj deset nanometrov. Ker so super resolucijske 
tehnike relativno nove, primanjkuje komercialno dostopnih fluoroforov za določene 
aplikacije. Mednje spadajo tudi označevanje bioloških membran in ogljikovih nanocevk, ki 
tako predstavljata obetavno področje za raziskovanje. 
 
V okviru magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali derivate kumarina in nilsko 
modrega z namenom, da bi jih z različnimi strukturnimi spremembami v čim večji meri 
prilagodili vezavi na biološke membrane in ogljikove nanocevke, izboljšali foto-fizikalne 
lastnosti ter sočasno naredili primerne za mikroskopijo z vzbujenim praznjenjem emisije. 
 
Uspešno smo sintetizirali dva derivata nilsko modrega in dva derivata kumarina. 
Ovrednotili smo posamezne sintezne stopnje in v primeru neuspešne izvedbe ali nižjih 
izkoristkov navedli morebitne razloge ter predlagali možne rešitve. Ocenili smo vpliv 
načrtovanih strukturnih sprememb na foto-fizikalne lastnosti fluoroforov in tri spojine z 
ugodnimi preliminarnimi lastnostmi poslali na nadaljnje raziskave na Inštitut Jožef Stefan 
v Ljubljani. Za kumarinski derivat 18 so potrdili, da se odlično veže na ogljikove 
nanocevke, vendar so tudi ugotovili, da nastali kompleks sveti nezadostno, najverjetneje, 
ker testiran tip ogljikovih nanocevk duši fluorescenco. Za spojini 8 in 11 so ugotovili, da 
sta, zaradi nespecifičnega označevanja membran, neprimerni za uporabo na sesalskih 
celicah, vendar se je derivat nilsko modrega 11 s sulfonsko polarno glavo pozneje izkazal 
kot dober kandidat za vizualizacijo bakterijske plazemske membrane z mikroskopijo z 
vzbujenim praznjenjem emisije. Žal pa pri nobeni spojini nismo dosegli bistvenega 
izboljšanja proti fotobledenju, ki tako predstavlja izziv za prihodnje raziskovanje. 
 
Ključne besede: STED, kumarin, nilsko modro, membranske sonde, ogljikove nanocevke 
II 
 
II.   ABSTRACT 
 
Fluorescence is a form of photoluminescence, which was first documented as early as 16th 
and 17th century. A big milestone in its history represents the publication by George 
Gabriel Stokes in 1852, in which he also coined the term fluorescence. Nowadays 
fluorescence microscopy is an essential tool in biomedicine, biology and materials science, 
but was until recently restricted in its resolution by diffraction limit. That has changed with 
the invention of super resolution techniques, one of them being stimulated emission 
depletion microscopy (STED), which enable a resolution of a few tens of nanometers. 
Because super resolution techniques are relatively new, there is a shortage of commercially 
available fluorophores for certain applications. These also include labeling of biological 
membranes and carbon nanotubes, which represent a promising field of research.  
 
Within the scope of this Master's thesis, we designed and synthesized coumarin and Nile 
Blue derivatives with various structural changes in order to adapt them to the greatest 
extent possible for labeling biological membranes and carbon nanotubues, improve 
photophysical properties and simultaneously make them suitable for stimulated emission 
depletion microscopy. 
 
We successfully synthesized two Nile Blue and two coumarin derivatives. We evaluated 
individual synthesis steps and in the case of failure or lower yields determined plausible 
causes and suggested possible solutions. We assessed the impact of the planned structural 
changes on the photophysical properties of fluorophores and sent three compounds with 
favorable preliminary properties to further research at the Jožef Stefan Institute in 
Ljubljana. For the coumarin derivative 18, it was confirmed that it binds excellently on 
carbon nanotubes, but was also found that the brightness of the formed complex is 
inadequate, most likely because the tested type of carbon nanotubes quenches 
fluorescence. For compounds 8 and 11¸ it was determined, that they are unsuitable for use 
on mammalian cells, due to their nonspecific labeling of membranes, however the Nile 
Blue derivative 11 with the polar sulphonic head subsequently proved to be a good 
candidate for the visualization of the bacterial plasma membrane with stimulated emission 
depletion microscopy. Unfortunately, we did not achieve a significant improvement against 
photobleaching for any of the compounds, which represents a challenge for future research. 
 
Key words: STED, coumarin, Nile Blue, membrane probes, carbon nanotubes 
III 
 
III.   SEZNAM OKRAJŠAV 
 
BODIPY  angl. boron-dipyrromethene; boron-dipirometen 
 
CN   angl. carbon nanotubes; ogljikove nanocevke 
 
d   dublet 
 
dd   dublet dubleta 
 
DKM   diklorometan 
 
DMF   angl. dimethylformamide; dimetilformamid 
 
DMSO  angl. dimethyl sulfoxide; dimetilsulfoksid 
 
DNK   deoksiribonukleinska kislina 
 
EtOAc  etilacetat 
 
EtOH   etanol 
 
FAD   angl. flavin adenine dinucleotide; flavin adenin dinukleotid 
 
GOD/CAT  angl. glucose oxidase and catalase; glukoza oksidaza in katalaza 
 
HESI angl. Heated Electrospray Ionization; ionizacija s segrevanim 
elektrorazprševanjem 
 
hex   angl. hexane; heksan 
 
HRMS  angl. high resolution mass spectrometry; masna spektrometrija  
   visoke ločljivosti 
 
IJS   Inštitut Jožef Stefan 
 
IR   angl. infrared radiation; infrardeče sevanje 
 
J   sklopitvena konstanta 
 
LC-MS angl. liquid chromatography - mass spectrometry; tekočinska 
kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
 
m   multiplet 
 




MF   mobilna faza 
 
Mr   relativna molekulska masa 
 
MS   angl. mass spectrometry; masna spektrometrija 
 
NADP   angl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; nikotinamid  
   adenin dinukleotid fosfat 
 
NADPH  reducirana oblika NADP 
 
NIR   angl. near-infrared radiation; bližnje infrardeče sevanje 
 
NMR   angl. nuclear magnetic resonance; jedrska magnetna resonanca 
 
PALM  angl. Photo-Activated Localization Microscopy 
 
PAS   površinsko aktivne snovi 
 
q    kvartet 
 
Rf   retencijski faktor 
 
ROS   angl. reactive oxygen species; reaktivne kisikove zvrsti 
 





STED angl. Stimulated Emission Depletion; mikroskopija z vzbujenim 
praznjenjem emisije 
  








δ kemijski premik 
 








Luminiscenca poenostavljeno je fizikalni pojav, kjer katerakoli snov spontano seva 
svetlobo, pri čemer toplota ni vzrok sevanja. Ena izmed njenih podvrst je 
fotoluminiscenca, ki jo nadalje razdelimo na fluorescenco in fosforescenco (1). 
Fluorescenca je po definiciji lastnost molekul, obsevanih z elektromagnetnim valovanjem 
določene valovne dolžine, da pri vrnitvi v osnovno energijsko stanje oddajajo svetlobo z 
daljšo valovno dolžino od obsevane (2). 
 
1.1.1 Fizikalna načela  fluorescence 
 
Paulijevo izključitveno načelo pravi, da sta v vsaki orbitali lahko največ 2 elektrona, ki 
imata nasproten spin (s = + ½ in – ½). Na osnovi tega poznamo naslednja elektronska 
stanja: osnovno singletno stanje S0, vzbujeno singletno stanje Sn in vzbujeno tripletno 
stanje Tn. V osnovnem stanju so vse molekule v singletnem stanju, razen kisika, ki je v 
tripletnem stanju in pri vzbujanju preide v singletno. Absorpcija svetlobe (fotonov) z 
ustrezno valovno dolžino s strani fluorescenčnih molekul povzroči prehod zunanjega 
elektrona molekule v orbitalo višje energije, torej iz osnovnega elektronskega stanja S0 v 
vzbujeno elektronsko stanje Sn, ki jih je v vsakem fluoroforu več (n = 1, 2, 3…). Pri 
absorpciji so elektronski prehodi skoraj v celoti posledica interakcij med elektroni in 
električnim poljem, zaradi česar pri prehodu v vzbujeno stanje elektron ohrani enak spin. 
Posledica tega je, da so dovoljeni samo S0 → Sn prehodi, S0 → Tn pa prepovedani. Poleg 
tega imamo znotraj vseh omenjenih stanj še več vibracijskih stanj. Energijski razmiki med 
vibracijskimi stanji v osnovnem stanju in vzbujenem stanju so zelo podobni, zato ker 
absorpcija ne spremeni geometrije jeder (Franck-Condonovo načelo). Zaradi elektronskih 
in vibracijskih stanj je določen fluorofor mogoče vzbujati s svetlobo v določenem razponu 
valovnih dolžin. Od tega razpona je odvisna širina vzbujevalnega spektra. Temu sledi 
prehod vzbujene molekule v najnižji vibracijski nivo vzbujenega stanja S1, kjer se proces 
prehoda med elektronskimi stanji imenuje notranja konverzija, med vibracijskimi stanji pa 
vibracijska relaksacija. To se zgodi zaradi konformacijskih sprememb znotraj fluorofora in 
interakcij z ostalimi molekulami v okolici, pri čemer se del energije vzbujene molekule 
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razprši v okolico. Zato je izsevana valovna dolžina vedno daljša od vzbujevalne, oblika 
emisijskega spektra pa neodvisna od valovne dolžine ekscitacije. Celoten proces notranje 
konverzije je zelo hiter in se konča pred emisijo v časovnem območju ps (10-12 s) (3 - 5). 
 
Vzbujanju sledi prehod nazaj v osnovno stanje preko različnih kompetitivnih procesov 
(npr. notranje ali zunanje konverzije). Eden izmed njih je spontana emisija svetlobe 
(fluorescenca), kjer fluorofor ob prehodu nazaj v osnovno stanje S0 odda foton z izsevano 
valovno dolžino, kar pri večini organskih fluoroforov poteče v 1 ‒ 10 ns. Emisija poteče v 
različna vibracijska stanja S0, zaradi česar ima oddana svetloba valovne dolžine v 
določenem razponu, kar se odraža v širini emisijskega spektra. Razlika med valovno 
dolžino vrhov vzbujevalnega in emisijskega spektra se imenuje Stokesov premik, ki se 
med fluorofori zelo razlikuje (slika 1). Velik Stokesov premik omogoča lažje ločevanje 
med vzbujevalno in izsevano svetlobo (3 - 5). 
 
Intenziteta fluorescence (F) je odvisna od naslednjih parametrov: 
 
 Φ = kvantni izkoristek  
 I0 = moč  sevanja  svetlobnega izvora                                  
 ε = molarni ekstinkcijski koeficient                              
 b = dolžina poti svetlobe 
 c = molarna koncentracija vzorca 
 
Navedeno povezavo lahko tudi matematično opišemo z naslednjima enačbama: 
F = Φ I0 (1-e
-bc
) 
bc <0.05  →  F = Φ I0
 
bc 
Pomembna sta predvsem molarni ekstinkcijski koeficient, ki pove, koliko svetlobe lahko 
fluorofor absorbira pri določeni valovni dolžini vzbujevalne svetlobe, in kvantni izkoristek. 
Ta predstavlja delež molekul, ki emitirajo glede na skupno število vzbujenih molekul in je 
odvisen od strukture fluoroforov kot tudi pogojev, pri katerih je izmerjen (temperatura, 
lastnosti topila...). Za spojine, ki močno fluorescirajo je kvantni izkoristek ≈ 1,  za spojine, 
ki ne fluorescirajo pa ≈ 0. Velik vpliv na intenziteto fluorescence imajo tudi neradiacijski 
procesi, s katerimi se del energije vzbujene molekule porazgubi v okolico v obliki toplote. 
To so predvsem vibracijska relaksacija, notranja konverzija, zunanja konverzija (izguba 
energije vzbujenih molekul zaradi trkov med seboj ter z molekulami topila), notranja 
rotacija fluorofora, "inter-system crossing" in Försterjev prenos energije (prenos energije 
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med dvema molekulama z resonanco). Pomemben dejavnik je prav tako življenjski čas 
fluorescence (τ). To je povprečen čas, ki ga molekula preživi v vzbujenem stanju pred 
prehodom v osnovno stanje (3 - 6). 
 




Fosforescenca je druga oblika fotoluminiscence, kjer je mehanizem absorpcije in vzbujanja 
enak kot pri fluorescenci, razlika se pa pojavi pri emisiji. "Inter-system crossing"  je 
prehod molekule iz vzbujenega singletnega stanja v vzbujeno tripletno stanje, ki je nižje 
energije. Pri tem prehodu vzbujeni elektron spremeni spin, kar pomeni, da imata v tem 
stanju oba elektrona enako obrnjen spin. Iz vzbujenega tripletnega stanja v osnovno stanje 
se molekula vrne preko različnih kompetitivnih procesov, podobnih kot pri fluorescenci. 
Če se v osnovno stanje vrne z oddajo fotona z izsevano valovno dolžino, se to imenuje 
fosforescenca. "Inter-system crossing" in fosforescenca sta t.i. "prepovedana prehoda", ker 
se strogo po pravilih ne bi smela zgoditi. Kljub temu pride do njunega nastanka pri 
določenih pogojih, vendar sta kinetično neugodna in potekata veliko počasneje kot ostali 
procesi. Zaradi tega je čas trajanja fosforescence večinoma med ms in s, lahko pa poteka 
tudi več minut in v skrajnih primerih ur. Molekule z težkimi atomi z veliko elektroni (npr. 
brom in jod) so velikokrat fosforescentne, ker ti atomi olajšajo "inter-system crossing". 
Princip fluorescence in fosforescence lahko grafično zelo dobro prikažemo z diagramom 





Slika 2. Diagram Jablonskega. Prirejeno po (4). 
 
1.1.3 Dušenje in bledenje fluorescence 
 
V širšem pomenu je dušenje fluorescence lahko katerikoli proces, ki povzroči zmanjšanje 
intenzitete fluorescence (7). V ožjem pomenu pa poznamo statično in dinamično dušenje 
fluorescence, ki sta sorodni z zunanjo konverzijo. Pri statičnem dušenju se del fluoroforov 
veže na ligand, pri čemer nastali kompleks ne fluorescira. Zmanjša se torej delež vseh 
molekul, ki emitirajo in s tem intenziteta fluorescence ter kvantni izkoristek, življenjski čas 
fluorescence pa ostane nespremenjen. Pri dinamičnem dušenju vzbujeni fluorofori del 
svoje energije izgubijo pri trkih z drugimi molekulami, kar povzroči zmanjšanje intenzitete 
fluorescence, kvantnega izkoristka in življenjskega časa fluorescence. Najpogosteje 
molekule odgovorne za dinamično dušenje so kisik, akrilamid, jodidni in cezijevi ioni. 
Najpomembnejši je kisik, ker je majhna molekula brez naboja, kar mu olajša difuzijo (8). 
 
Izguba fluorescence (fotobledenje) je posledica kemičnih poškodb s strani fotonov in 
kovalentnih modifikacij fluoroforov. Odvisna je od strukture in okolja v katerem se 
nahajajo fluorofori (5). Nekateri fluorofori zbledijo po samo nekaj ciklih ekscitacije in 
emisije, drugi so bolj robustni in lahko prestanejo več tisoč ali milijonov ciklov preden 
nehajo fluorescirati. Kemične poškodbe s strani fotonov so funkcija intenzitete vzbujevalne 
svetlobe in časa vzbujanja fluoroforov. Večja kot je intenziteta vzbujevalnega žarka in dlje 
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kot vzorec vzbujamo, večje bo bledenje fluorescence. Visoka moč vzbujevalnega žarka 
sicer poveča intenziteto fluorescence, vendar lahko povzroči prehod elektronov v višja 
energetska stanja Sn, ki so bolj reaktivna kot S1. Kovalentne modifikacije so večinoma 
posledica vzbujenih tripletnih stanj, ki imajo veliko daljšo življenjsko dobo, kar omogoči 
molekulam daljše časovno obdobje znotraj katerega lahko potečejo kemijske reakcije s 
komponentami v okolici (9, 10). Vzbujena tripletna stanja so odgovorna tudi za nihanje 
intenzitete fluorescence (utripanje) (11). 
 
Molekularni kisik učinkovito duši tripletna stanja, tako da povzroči prehod fluoroforov  
nazaj v singletno stanje, s čimer zmanjša nihanje intenzitete fluorescence. Težava je, da pri 
tem nastane singletni kisik, kar vodi v nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) kot so 
vodikov peroksid, superoksid in hidroksilni radikali. ROS povzročijo močno ireverzibilno 
fotobledenje. Poleg tega ROS negativno vplivajo na biološke vzorce pri fluorescenčni 
mikroskopiji, posebno pri mikroskopiji na živih celicah. Ena od strategij proti bledenju 
fluorescence je zato karseda dobro odstraniti kisik. Pogosto uporabljen sistem za dosego 
tega je encimski sistem glukoza oksidaze in katalaze v ustreznemu pufru (GOD/CAT). 
Vendar se zaradi tega poveča število tripletnih stanj, kar lahko rešujemo z uporabo spojin, 
ki nadomestijo kisik v njegovi vlogi dušenja, npr. β-merkaptoetanol ali merkaptoetilamin. 
Pristop k reševanju bledenja je tudi uporaba "antifading" reagentov in antioksidantov, ki 
morajo biti v ustrezni koncentraciji in bližini, da odstranijo ROS. Včasih so tudi 
kovalentno vezani na fluorofor. Priljubljena je uporaba reducirajočega in oksidirajočega 
sistema (ROXS), ki je najpogosteje kombinacija metil viologena in askorbinske kisline. 
Bledenje lahko rešujemo tudi z uporabo kvantnih pik ali nanodiamantov kot fluoroforov 
zaradi njihove zelo dobre fotostabilnosti (4, 11, 12).  
 
1.2 Fluorescenčna barvila 
 
Fluorescenčno barvilo je po definiciji katerakoli od različnih snovi, ki fluorescira po 
vzbujanju z elektromagnetnim valovanjem določene valovne dolžine (13). Poznamo 
majhne organske flourokrome, fluorescenčne proteine, kvantne pike, nanodiamante in 
številne druge snovi, ki fluorescirajo. Na foto-fizikalne lastnosti fluorofov, poleg njihove 
strukture, vplivajo tudi dejavniki okolja v katerem se nahajajo. To so lahko lastnosti topila 
(pH, ionska jakost, polarnost), viskoznost raztopine, temperatura, koncentracija O2 in drugi 
dejavniki (5). V primeru, da je fluorofor kislina ali baza, ima na fluorescenco velik vpliv 
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pH medija. Pri polarnih topilih sta intenziteta fluorescence in kvantni izkoristek v večini 
primerov manjša, emisijski spekter pa pomaknjen proti višjim valovnim dolžinam, obratno 
velja za nepolarna topila. Pri fluoroforih vezanih na proteine je fluorescenca odvisna tudi 
od polarnosti aminokislin v okolici. Nizka temperatura in visoka viskoznost raztopine 
povečata emisijo, ker zmanjšata število trkov med molekulami in s tem upočasnita zunanjo 
konverzijo (14). Vpliv koncentracije O2 smo opisali v poglavju 1.1.3. 
 
1.2.1 Majhni organski fluorokromi 
 
Majhni organski fluorokromi so večinoma aromatske ali heterociklične spojine, katere 
zaradi konjugiranih dvojnih vezi preidejo v vzbujeno stanje ob absorpciji vidne svetlobe 
relativno nizke energije. Prvi identificirani organski fluorokrom je bil kininijev sulfat, 
danes pa po odkritju novih in modifikaciji obstoječih poznamo organske fluorokrome, ki 
pokrivajo praktično celi vidni spekter elektromagnetnega valovanja (~ 380 – 750 nm). V 
fluorescenčni mikroskopiji se najpogosteje uporabljajo derivati rodamina, fluoresceina, 
kumarina, cianini ter barvila BODIPY (boron-dipirometen) (slika 3). Sonde na osnovi 
majhnih organskih fluoroforov delimo na več podskupin, ki se razlikujejo glede njihove 
uporabe (5). 
 
 Majhni organski fluorofori konjugirani s tarčno specifičnimi ligandi, predvsem s 
protitelesi ali enoverižno protismerno DNA, za specifičen gen ali nukleotidno zaporedje. 
Konjugacija nam omogoči označevanje specifičnih biomolekul v bioloških vzorcih, ker je 
večina majhnih organskih fluoroforov drugače nespecifičnih. Uporabljajo se predvsem za 
označevanje specifičnih proteinov in spremljanje genske ekspresije. 
  Majhni organski fluorofori za nukleinske kisline, ki se nanje specifično vežejo z 
vezavo v mali ali veliki žleb dvojne vijačnice DNK ali z vrivanjem (interkalacijo) med 
bazne pare nukleinskih kislin. 
 Nekonjugirani organski fluorofori specifični za organele, ki lahko prehajajo skozi 
celične membrane in vstopajo v celice, kjer se kopičijo v specifičnih celičnih organelih 
(lizosomu, mitohondriju, Golgijevem aparatu…). 
 Majhni organski fluorofori za specifične ione, katerih spektralne lastnosti se 
spremenijo ob vezavi določenega iona, zaradi česar se lahko uporabljajo za spremljanje 





















Slika 3. Strukture osnovnih majhnih organskih fluorokromov. Prirejeno po (5). 
 
V živih organizmih je prisotno tudi mnogo endogenih organskih fluroforov (npr, aromatske 
aminokisline, flavini, NAD(P)H, FAD…). Slednje se večinoma ne uporablja pri 
mikroskopiji, so pa vzrok za avtofluorescenco, ki pogosto moti meritve, saj poveča šum oz. 
ozadje. Večina endogenih fluoroforov absorbira v UV območju in spodnjem območju 
vidnega spektra. Zato se pri označevanju v zadnjem času veliko poslužujejo sond z 
absorpcijo in emisijo v rdečem delu vidnega spektra (nad 600 nm) ali celo v IR območju 
(med 700 in 900 nm). Tu imajo tkiva relativno visoko prepustnost za svetlobo omenjenih 
valovnih dolžin. Poleg tega lahko pride tudi do nastajanja ROS ali drugih reakcij ob 





STED (Stimulated Emission Depletion) oziroma mikroskopija z vzbujenim praznjenjem 
emisije je ena izmed super resolucijskih tehnik (med bolj znanimi sta še PALM in 
STORM), ki se je razvila zaradi pomanjkljivosti običajnih optičnih mikroskopov, katerih 
ločljivost je omejena z uklonsko limito, ki ima pri vidni svetlobi vrednost ~ 200 nm. 
Dejstvo, da je ločljivost pri optičnem mikroskopiranju zaradi uklona omejena na približno 
polovico valovne dolžine elektromagnetnega valovanja, s katerim osvetljujemo preparat, je 
Ernest Abbe odkril že leta 1873. Pri tej ločljivosti nismo zmožni natančno opazovati 
manjših objektov, kot so virusi, proteini in ostale manjše molekule, ki so reda velikosti 
nekaj nm. Poleg optične mikroskopije so se v preteklih desetletjih razvile tudi druge 
tehnologije mikroskopiranja z zelo visoko ločljivostjo (do 1 nm), kot so elektronska 
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mikroskopija in slikovna masna spektroskopija. Njihova slabost je zahtevna priprava 
vzorcev, ki zajema več korakov in destruktivna narava metod, kar onemogoča opazovanje 
procesov v živi celici. Na drugi strani optična mikroskopija ponuja minimalno invazivnost, 
zmožnost opazovanja živih celic in visoko specifičnost z uporabo fluorescenčnih 
označevalcev, vendar ima omejitve pri ločljivosti. Navedeni razlogi in pomanjkljivosti 
ostalih metod so bili glavna vodila, ki so pripeljala do razvoja STED-a (5, 15, 16). 
 
1.3.1 Princip delovanja 
 
Pri klasični fluorescenčni mikroskopiji vzbujamo fluorofore na področju večjem, kot je 
uklonska limita, kar pomeni, da če sta dva fluorofora narazen manj kot npr. 200 nm, ju ne 
moremo ločiti med seboj. Nekoliko poenostavljeno, super resolucijske tehnike to 
premagajo tako, da najprej določijo položaj prvemu fluoroforu, nato pa drugemu. Pri 
tehniki STED to dosežemo tako, da po vzbujanju pogasimo vzbujene fluorofore, tako da 
ostanejo vzbujeni fluorofori le na področju manjšem od uklonske limite. Pri PALM 
(Photo-Activated Localization Microscopy) in STORM (Stochastic Optical Reconstruction 
Microscopy) tehnikah pa selektivno vzbujajo fluorofore, tako da so na posamezni sliki 
vzbujeni fluorofori vedno bolj narazen, kot je uklonska limita in lahko zelo natančno 
določimo položaj posameznega fluorofora (5). 
 
Natančneje pri tehniki STED uporabimo dva laserska žarka. Prvi žarek je vzbujevalni 
(dolžina ~ 50 ps), ki povzroči prehod fluoroforov v višje energetsko stanje S1 in zaradi 
uklonske omejitve osvetljuje območje velikosti ~ 200 nm (slika 4). Po vibracijski 
relaksaciji elektroni preidejo v najnižji vibracijski nivo vzbujenega stanja S1. Temu bi 
sledil spontani prehod nazaj v osnovno energetsko stanje S0, pri čemer bi molekule oddale 
foton (fluorescenca). Vendar, vzbujevalnemu žarku nemudoma sledi žarek STED. 
Ključnega pomena je optimizacija časovnega zamika med njima ‒ v popolnem primeru 
osvetljujemo z žarkom STED (dolžina 200-300 ps ali 1 ns) po vzbujanju in pred prehodom 
nazaj v osnovno energetsko stanje S0. Žarek STED je v preseku obročaste oblike, z ničelno 
ali čim manjšo intenziteto na sredini in veliko intenziteto na robu. Žarek STED vzbujene 
fluorofore na robu osvetljevanja vrne iz vzbujenega nazaj v osnovno stanje brez emisije, 
kar imenujemo stimulirana emisija. Tako ostanejo v vzbujenem stanju le fluorofori na 
območju s premerom nekaj 10 nm na sredini obroča, saj je na tem območju intenziteta 
žarka STED ničelna ali dovolj nizka, da do stimulirane emisije ne pride (slika 4). Tako 
spremljamo emisijo fluoroforov, ki se nahajajo na področju, ki je manjše od uklonske 
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limite in z vrstičnim premikanjem po vzorcu dobimo sliko z ločljivostjo nekaj 10 nm. V 
teoriji je ločljivost mikroskopa STED omejena z velikostjo fluorofora (5, 16 - 18). 
 
 
Slika 4. Grafični prikaz območja fluorescence pri konfokalni mikroskopiji in nanoskopiji STED. 
Prirejeno po (19). 
 
 
Slika 5. Primer ekscitacijskega in emisijskega spektra fluorofora z ugodnimi lastnostmi za 
nanoskopijo STED. 
 
Valovna dolžina žarka STED mora ustrezati valovnim dolžinam na repu emisijskega 
spektra fluoroforja. Na ta način se izognemo prekrivanju z njegovim absorpcijskim 
spektrom, kar bi namesto stimulirane emisije povzročilo dodatno vzbujanje (slika 5). 
10 
 
Zaradi Stokesovega premika je torej valovna dolžina žarka STED vedno višja (pomaknjena 
v desno) od valovne dolžine vzbujevalnega žarka. Dva odločilna dejavnika vplivata na 
ločljivost nanoskopije STED. Prvi je jakost žarka STED, kjer bo pri večji intenziteti večja 
ločljivost in obratno. Drugi je saturacijska intenziteta fluorofora, ki je definirana kot jakost 
žarka STED, pri kateri je verjetnost fluorescence zmanjšana za 50 % in je funkcija valovne 
dolžine, časa trajanja žarka STED ter intrinzičnih lastnosti fluorofora (5, 17, 18). 
  
1.3.2 Fluorofori za STED 
 
Pri metodi STED se kot označevalci lahko uporabljajo običajni majhni organski 
fluorokromi in fluorescenčni proteini, saj so načeloma vsi dovzetni za stimulirano emisijo. 
Omejujoči dejavnik so visoke zahteve glede foto-fizikalnih lastnosti fluoroforov, predvsem 
visoke fotostabilnosti, saj se pri tehniki STED uporabljajo laserji zelo visokih intenzitet. V 
praksi pa predstavlja težavo tudi pomanjkanje primernih kombinacij pulznih laserjev za 
vzbujanje in stimulirano emisijo. To pomeni, da velika večina fluoroforov ni primerna za 
mikroskopiranje pod uklonsko limito z metodo STED (18). Zaželena lastnost fluoroforov 
je tudi velik Stokesov premik, ki onemogoči ponovno vzbujanje zaradi prekrivanja z 
absorpcijskim spektrom. Ponovno vzbujanje zmanjša ločljivost in lahko povzroči prehod 
elektronov v višja energetska stanja Sn (bolj reaktivna), kar še dodatno pospeši 
fotobledenje. Pomanjkljivost večine fluorescenčnih barvil z velikim Stokesovim premikom 
je relativno nizka svetlost, ki je produkt nizkega molarnega ekstinkcijskega koeficienta in 
kvantnega izkoristka, ter slaba fotostabilnost. Na osnovi tega poskušamo z različnimi 
spremembami v strukturi fluoroforov izboljšati kvantni izkoristek, ki načeloma vodi v 
večjo svetlost in boljšo fotostabilnost. Pri tem moramo paziti, da te spremembe nimajo 
negativnega vpliva na velikost molekule in celično permeabilnost. V poglavju 1.1.3. smo 
opisali pristope k reševanju problema fotobledenja. Pogosto uporabljena je kombinacija 
dveh fluoroforov, kjer ima en velik Stokesov premik, drugi pa majhen. To nam omogoči, 
da lahko uporabimo samo en žarek STED za dosego stimulirane emisije pri obeh 
fluorescenčnih molekulah (16, 17, 20). 
 
Kvantne pike imajo dobro intenziteto fluorescence, velik Stokesov premik in veliko 
odpornost proti bledenju, kar so zaželene lastnosti za STED. Kljub temu jih do danes 
večinoma nismo uspeli izkoristiti kot sonde za STED. Razlog leži v njihovem širokem 
vzbujevalnem spektru, ki seže globoko v spektralna območja uporabljena za žarke STED, 
kar ogroža stimulirano emisijo, potrebno za super-ločljivost (16). 
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1.4 Splošni sintezni pristopi za izboljšanje foto-fizikalnih 
lastnosti fluoroforov 
 
Veliko starejših fluoroforov vsebuje N,N-dialkilno skupino (npr. tetrametilrodamin), ker 
alkilacija amino skupine vodi v premik ekscitacijskega in emisijskega spektra proti višjim 
valovnim dolžinam, vendar omenjena modifikacija povzroči tudi zmanjšanje kvantnega 
izkoristka. Nekateri fluoroforji z omenjeno skupino pa tudi hitro bledijo (npr. derivati 
kumarina). Navedene pomanjkljivosti so vodile v razvoj naslednjih sinteznih pristopov 
(slika 6) (21).  
 
Slika 6. Strukturni prikaz splošnih sinteznih pristopov za izboljšanje foto-fizikalnih lastnosti N,N-
dialkilnih fluoroforov. 
 
 Rigidizacija fluoroforja z vključitvijo amino skupine v obroč, ki je združen s 
fenilom. To prepreči izgubo energije zaradi notranje rotacije fluorofora, kar v celoti 
izboljša foto-fizikalne lastnosti (22).  
 Redukcija dvojne vezi obroča v katerega smo vključili amino skupino, kar vodi v 
precejšnje izboljšanje kvantnega izkoristka, življenjskega časa fluorescence in 
fotostabilnosti. Nanaša se neposredno na zgoraj omenjeno rigidizacijo (22). 
 Uvedba sulfonskih skupin, kar poveča polarnost, hidrofilnost in zmanjša tendenco 
po združevanju v agregate. Poveča tudi intenziteto fluorescence in fotostabilnost (Alexa 
Fluor® barvila) (23). Potrebno je pa omeniti, da rigidizacija strukture in uvedba sulfonskih 
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skupin lahko povzroči nekompatibilnost z znotrajceličnimi aplikacijami. V tem primeru so 
primerna samo in vitro ali za celično zunanjost (21).  
 Substitucija N,N-dialkilnih skupin z azetidinom, ki ima 4-členski obroč, kar vodi v 
veliko izboljšanje kvantnega izkoristka (Janelia Fluor® barvila). Zaradi minimalne 
strukturne spremembe uvedba azetidina ohrani celično permeabilnost in učinkovitost pri 
znotrajceličnem označevanju (21).  
 
1.5 Kumarini kot fluorescenčne sonde za nanoskopijo STED 
 
Kumarin je aromatska organska spojina, ki je naravno prisotna v mnogih rastlinah in se 
uporablja v parfumih. Čeprav kumarin sam ni fluorofor, so pa številni derivati, ki se 
uporabljajo kot fluorescenčni označevalci. Kumarini imajo praviloma zmerno 
fotostabilnost in relativno nizke kvantne izkoristke v polarnih topilih. V primerjavi z 
ostalimi pogosto uporabljenimi fluoroforji so manj fotostabilni zaradi relativno visoke 
verjetnosti prehoda v tripletno stanje pri vzbujanju. Navedene pomanjkljivosti 
onemogočajo njihovo široko uporabo v moderni mikroskopiji. Na drugi  strani pa skoraj 
vsa komercialno razpoložljiva fluorescenčna barvila, ki imajo velik Stokesov premik in jih 
lahko vzbujamo z vidno svetlobo, vsebujejo kot osnovo kumarinski skelet. Številna 
kumarinska barvila so primerna za nanoskopijo STED. Oviro pri tem predstavlja relativno 
nizka fotostabilnost značilna za vse fluoroforje z velikim Stokesovim premikom, ki je še 
posebej problematična, zaradi uporabe laserjev zelo visokih intenzitet pri tehniki STED. 
Vendar so raziskave pokazale, da z ustreznimi strukturnimi modifikacijami lahko 
pridobimo svetla in fotostabilna kumarinska barvila primerna za nanoskopijo STED (17). 
  
Poleg tega je pri kumarinih dobro poznano razmerje med strukturo in foto-fizikalnimi 
lastnostmi, kar le delno velja za druge fluorofore. Posebno težko se je izkazalo načrtovanje 
fluoroforov z velikim Stokesovim premikom, kjer za zdaj niso v pomoč niti in silico 
metode. Zaradi tega so kumarinska barvila še danes obetavni kandidati za nadaljnji razvoj 
fluorescenčnih sond. Na kratko, za kumarine velja, da uvedba elektron-donorske skupine 
na mesto 7 poveča ε in premakne ekscitacijski in emisijski vrh k višjim valovnim 
dolžinam. Podobne učinke ima uvedba elektron-privlačne skupine na mesto 3. Uvedba 
elektron-privlačne skupine na mesto 4 pa predvsem močno poveča Stokesov premik (slika 




Slika 7. Struktura kumarina (a) in splošna struktura derivatov (b). Prirejeno po (17). 
 
1.6 Benzofenoksazini kot fluorescenčne sonde za nanoskopijo 
STED 
 
Benzofenoksazini imajo zanimive spektroskopske lastnosti, kot so emisijo pri visokih 
valovnih dolžinah, velik Stokesov premik in precej visok kvantni izkoristek, ki pa so 
močno odvisne od polarnosti topila. Bolj kot je topilo polarno, višja bo valovna dolžina 
emisije in večji bo Stokesov premik. Obratno velja za kvantni izkoristek in posledično 
intenziteto fluorescence, ki bo manjša, zaradi česar benzofenoksazini zelo slabo emitirajo v 
vodnih medijih ter so v njih tudi slabo topni. Čeprav je slaba vodotopnost omejitev pri 
nekaterih aplikacijah, pa predstavlja prednost pri drugih, npr. pri označevanju lipidov in 
lipofilnih ogljikovih nanocevk ter molekul v nepolarnih topilih. Primerni so tudi kot 
indikatorji za polarnost okolice v različnih topilih (z izjemo vode) zaradi njenega vpliva na 
intenziteto fluorescence in emisijski maksimum. Benzofenoksazini so zaradi velikega 
Stokesovega premika primerni za nanoskopijo STED, visoke valovne dolžine pa so ugodne 
za zmanjšanje avtofluorescence, vendar je potrebno poiskati primerno razmerje med 
polarnostjo topila in intenziteto fluorescence. Razdelimo jih glede na tri najbolj znane 
spojine, ki so meldolno modro (Meldola’s Blue, odkrita prva), nilsko rdeče (Nile Red) in 
nilsko modro (Nile Blue), pri čemer se trenutno raziskujejo predvsem derivati zadnjih dveh 
(24). 
 
Nilsko rdeče in njegovi derivati so nevtralne molekule, ki imajo zelo slabo vodotopnost. 
Na mestu 9 imajo substituirano amino skupino (elektron-donorska skupina), ki donira 
elektronsko gostoto preko obroča karbonilni skupini (elektron-privlačna skupina) na mestu 
5 (slika 8). Navedeni elektronski razporeditvi se pripisujejo fluorescenčne lastnosti. Nilsko 
modro in njegovi derivati so pozitivno nabite molekule zaradi iminijevega kationa, česar 
posledica je znatno boljša vodotopnost v primerjavi z derivati nilsko rdečega. Mehanizem 
fluorescence je podoben, pri čemer je elektron-donorska skupina ponovno substituirana 
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amino skupina na mestu 9, elektron-privlačna skupina pa je v tem primeru iminijeva 
skupina na mestu 5, ki je lahko tudi substituirana (slika 8). Pri derivatih nilsko modrega 
moramo upoštevati, da so zaradi naboja njihove spektroskopske lastnosti odvisne tudi od 
pH in aniona, ki tvori sol z iminijevim kationom. Na foto-fizikalne lastnosti obeh skupin 
lahko vplivamo tudi z uvedbo različnih kemijskih skupin na druga mesta (predvsem 2 in 6) 
v splošni strukturi (24). 
 
 
Slika 8. Splošna struktura benzo[a]fenoksazinov (a), barvil nilsko rdeče (b) in nilsko modro (c). 
Prirejeno po (24). 
 
1.7 Biološke membrane 
 
Celična membrana je pri živalskih celicah tanka opna, zgrajena iz fosfolipidnega dvosloja, 
proteinov usidranih v dvosloj in holesterola, katerega vsebnost pomembno vpliva na 
fluidnost membrane. Celična membrana definira mejo celice in ločuje njeno notranjo 
vsebino od okolice. S selektivno permeabilnostjo nadzoruje pretok molekul med celico in 
okoljem ter tako določa sestavo citoplazme. Nadzoruje tudi interakcijo med celicami in 
sprejema signale iz okolice. Je ena izmed najbolj temeljnih celičnih struktur, zaradi česar je 
bistvenega pomena, da čim bolje razumemo njeno delovanje (25). Žal je mnogo strukturnih 
značilnosti celične membrane, kot so proteinski skupki, lipidni rafti in klatrinske 
vdolbinice, manjših od uklonske limite. Opazovanje heterogenosti celične membrane je 
zato pomemben primer, zakaj potrebujemo ločljivost pod uklonsko limito. STED in ostale 
tehnike super-ločljivosti so to naredile možno. Tako smo v zadnjih letih uspešno 
vizualizirali organiziranost večjih proteinskih skupkov, pridobili nove podatke o 
molekularni membranski dinamiki in izboljšali naše razumevanje o lipidnih nanodomenah 
(lipidnih raftih). Tehnike super-ločljivosti nam tako omogočajo nadaljnje iskanje 
odgovorov v merilu nanometrov, kot so lipid-protein interakcije, razumevanje nanodomen 
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in prenosa signalov med receptorji, kar ima zmožnost močno izboljšati naše razumevanje 
bioaktivnosti membran ter celične komunikacije (26). 
 
1.8 Ogljikove nanocevke (CN) 
 
Ogljikove nanocevke (CN) so zaradi unikatnih mehanskih, termalnih, optičnih in 
električnih lastnosti ter možnostjo uporabe na različnih tehnoloških področjih, med katere 
spada tudi fluorescenčna mikroskopija, predmet številnih raziskav. Delimo jih na 
enoplastne in večplastne. Enoplastne CN tvori enojna plast grafena zvitega v cevko. Grafen 
je alotropna oblika ogljika, sestavljena iz ogljikovih atomov, razvrščenih v mrežo pravilnih 
šestkotnikov debeline enega atoma. Struktura posamezne CN vpliva na njene lastnosti in je 
odvisna od kota, pod katerim grafen zvijemo v cevko. Večplastne CN so sestavljene iz več 
koncentrično postavljenih cevk okoli skupnega votlega jedra in imajo kovinski značaj. CN 
imajo premer v območju nanometrov, pri čemer je pri enoplastnih večinoma med 0,4 in 4 
nm, pri večplastnih pa med 5 in 100 nm. Dolžina je zelo spremenljiva in je lahko v 
območju nano, mikro ali milimetrov. Na koncih so lahko odprte ali zaprte s poloblo (27). 
 
Pri polprevodnih CN lahko pride do pojava fluorescence, pri čemer enoplastne CN 
izsevajo stabilno in neprekinjeno svetlobo z valovnimi dolžinami v območju bližnje 
infrardeče svetlobe (NIR), imajo ozke emisijske spektre ter so skorajda popolnoma 
odporne proti bledenju. Lahko pa jih tudi označimo z drugimi fluorescenčnimi molekulami 
in potem zaznavamo njihovo fluorescenco. Pri tem je potrebno omeniti, da imajo trenutno 
neoznačene CN majhen kvantni izkoristek, kar se poskuša izboljšati (28). CN imajo tudi 
določene druge težave, ki otežujejo njihovo uporabo v praksi. Pri postopku njihove 
priprave dobimo v istem vzorcu CN različnih dolžin, premerov in struktur, nastanejo pa 
tudi nečistote. Imajo nizko topnost v vseh topilih in v njih tvorijo skupke zaradi močnih 
van der Waalsovih sil, kar moti njihove optične ter električne lastnosti (27). Problem 
topnosti rešujemo s kemijsko modifikacijo njihove površine s kovalentno vezavo različnih 
kemijskih skupin ali nekovalentno adsorpcijo različnih funkcionalnih molekul (PAS, 
polimerov, biomolekul), vendar s tem pogosto negativno vplivamo na električne in optične 
lastnosti (29). Veliko težavo predstavlja tudi toksičnost CN, ki je povezana z njihovo 
majhno velikostjo in težo, vendar še ni v celoti pojasnjena in se raziskuje. CN potemtakem 
imajo ogromen potencial na različnih področjih, vendar je pred nami še veliko izzivov 
glede njihove varnosti in funkcionalnosti, ki jih bo potrebno rešiti v prihodnosti (27, 30). 
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2. NAMEN DELA 
 
V okviru magistrske naloge bomo poskušali sintetizirati nove fluorescenčne sonde na 
osnovi majhnih organskih fluorokromov, bolj natančno derivate kumarina in 
benzofenoksazina nilsko modrega. Pri vseh fluoroforih bomo poskušali z različnimi 
strukturnimi modifikacijami in njihovimi kombinacijami izboljšati svetlost, fotostabilnost 
in premakniti rep emisijskega spektra preko 775 nm, potrebnih za stimulirano emisijo pri 
nanoskopiji STED. S sintezo substituiranega kinolinskega skeleta bomo elektron-donorsko 
amino skupino, na mestu 7 pri derivatih kumarina in mestu 9 pri derivatih nilsko modrega, 
vključili v obroč ter tako dosegli rigidizacijo fluorofora. Sintetizirali bomo tudi spojino s 
prosto amino skupino brez kinolinskega fragmenta, kar nam bo omogočilo primerjavo in 
ocenitev vpliva rigidizacije na lastnosti fluorofora. Poskušali bomo tudi doseči redukcijo 
dvojne vezi v kinolinskem skeletu, uvedbo ciano skupine, ki je močna elektron privlačna 
skupina, na mesto 4 pri derivatih kumarina in vključitev iminijevega kationa pri derivatih 
nilsko modrega v azetidin ali reduciran 6-členski obroč z različnimi substituenti. Nadalje 
bomo poskušali z bolj specifičnimi strukturnimi modifikacijami optimizirati lastnosti 
fluoroforov za označevanje bioloških membran ali enoplastnih ogljikovih nanocevk, ki 
predstavljata zanimivo področje za fluorescenčno vizualizacijo. V obeh primerih 
primanjkuje komercialno dostopnih fluoroforov za njuno označevanje, zaradi česar je 
obetavno načrtovanje in sinteza novih fluorofov s to funkcijo. 
 
Debelina večine bioloških membran se nahaja v območju med 7,5 in 10 nm, kar pomeni, 
da z njihovim označevanjem na enostaven način dobimo objekt, katerega velikost je 
močno pod uklonsko limito in nam omogoča primerjavo ločljivosti med nanoskopijo 
STED in konfokalno mikroskopijo. Glavna sestavina bioloških membran je fosfolipidni 
dvosloj. Pri načrtovanju fluorescenčnih sond smo se zato poskušali čim bolj približati 
njegovi strukturi, kar bi nam omogočilo dobro membransko integracijo. Nepolarni rep 
bomo poskušali posnemati s kinolinskim skeletom in različno dolgimi alifatskimi verigami 
na njemu, polarno glavo pa s funkcionalno skupino, ki je ionizirana pri fizioloških pogojih. 
Vlogo polarne glave bodo imele kvarterna piridinijeva sol pri derivatih kumarina in 
sulfonska skupina pri derivatih nilsko modrega. 
 
Enoplastne CN, ki nimajo kemijsko modificirane površine, so zelo hidrofobne. Zaradi tega 
smo fluorofore načrtovali tako, da bodo tvorili čim več п-п interakcij z CN. Število п-п 
interakcij bomo poskušali povečati z uvedbo fenilnih skupin na obroč, v katerega je 
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vključena amino skupina ali obroč, v katerega je vključen iminijev kation in ugotoviti, na 
katerem mestu imajo večji vpliv za vezavo na CN. 
 
V primeru uspešne eksperimentalne sinteze bomo prvo določili ekscitacijski, emisijski 
spekter in intenziteto fluorescence ter pri nekaterih fluoroforih tudi vezavo na CN. Na 
osnovi dobljenih rezultatov bomo lahko primerjali vpliv različnih strukturnih modifikacij 
in nato določili, katere imajo najbolj optimalen vpliv na lastnosti fluoroforov. Fluorofore, 
ki se bodo preliminarno izkazali za ustrezne, bomo poslali na nadaljnje raziskave na 
Inštitut Jožef Stefan (IJS) v Ljubljani, kjer bodo ocenili njihovo uporabnost za nanoskopijo 








3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
 
Reagenti in topila 
 
Pri eksperimentalnem delu v laboratoriju smo uporabljali reagente in topila, nabavljene s 
strani različnih proizvajalcev (Acros Organics®, Fluka®, ITW Reagents®, Merck®, 
Sigma-Aldrich®, TCI®). Brezvodni DKM smo pripravili po standardnem postopku in 




 tehtnica METTLER AT261 Delta Range®/FACT Analytical Balance 
 magnetno mešalo IKA® RCT basic IKAMAGTM safety control 
 toplotna pištola SKIL® 8000 A1 
 rotavapor BÜCHI® R-215 






 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
TLC smo izvajali za sprotno analizo poteka kemijskih reakcij. Uporabljali smo 
kromatografske ploščice Merck Kieselgel 60 F254 z nanesenim silikagelom (debelina 
nanosa 175-225  μm) na aluminijastem nosilcu z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. 
Ploščice smo razrezali po potrebi in kot mobilno fazo uporabljali različna topila in njihove 
kombinacije. Spojine smo detektirali pri vidni svetlobi s pomočjo orositvenih reagentov 
(ninhidrin ali fosfomolibdenska kislina) in pod UV svetlobo valovne dolžine 254 ali 366 
nm. 
 
 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo izvajali za čiščenje vmesnih in končnih spojin. Uporabljali 
smo steklene kolone različnih dimenzij, ki smo jih ustrezno izbrali glede na količino 
surovega produkta. Za stacionarno fazo smo uporabljali silikagel 60 (velikost delcev 0,040 
– 0,063 mm) proizvajalca Merck, za mobilno fazo pa ustrezna topila oziroma mešanice le 
teh. Surov produkt smo glede na njegovo topnost v mobilni fazi nanesli na kolono z 
običajnim nanosom ali suhim nanosom in zbrane frakcije uparili na rotavaporju. Pri 
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običajnem nanosu smo surovi produkt raztopili v mobilni fazi in nanesli na kolono. Pri 
suhem nanosu smo surovi produkt raztopili v DKM, dodali silikagel, uparili in suhi 




 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrsko magnetno resonanco smo izvajali za ugotavljanje in potrjevanje strukture 
izoliranih spojin. 1H spektri so bili posneti z NMR spektrofotometrom visoke ločljivosti 
(Bruker Avance III 400 MHz), ki se nahaja na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Vzorce smo raztopili v CDCl3 in posneli pri 400 MHz, pri čemer smo kot interni standard 
uporabili tetrametilsilan (TMS). Za obdelavo spektrov smo uporabili program 
MestReNova (Mestrelab Research). 
 
 Fluorescenčna spektroskopija 
Fluorescenčno spektroskopijo smo izvajali za določevanje ekscitacijskih in emisijskih 
spektrov končnih spojin. Spektre smo posneli s spektrofluorometrom PerkinElmer LS 55, 
ki se nahaja na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo razredčili in 
raztopili v EtOH ter posneli s pulzno ksenonsko žarnico kot virom ekscitacijske svetlobe, 
kar bistveno zmanjša fotokemični razpad fluoroforov.  
 
 Spektroskopija STED 
Končne spojine, ki so preliminarno pokazale ugodne foto-fizikalne lastnosti smo za 
nadaljnje ovrednotenje poslali na IJS, kjer so ugotavljali primernost naših spojin za 
nanoskopijo STED bioloških membran in ogljikovih nanocevk. Slike so posneli z 
mikroskopom STED z vzbujevalnim žarkom (λ = 561 ali 640 nm) in žarkom STED (λ = 
775 nm) ter meritve obdelali z ustreznimi programi. 
 
Spektrometrične metode  
 
 Masna spektrometrija (MS) 
Masno spektrometrijo smo izvajali za identifikacijo spojin v kompleksnih vzorcih. Masni 
spektri so bili posneti na masnem spektrometru visoke ločljivosti (HRMS) Exactive™ Plus 
Orbitrap Mass Spectrometer proizvajalca Thermo Scientific™ z HESI (Heated 







Temperaturo tališča spojin smo določili z opazovanjem na mikroskopu Cambridge 
Instruments z ogrevalno mizico Reichert-Jung in termometrom podjetja Testoterm GmbH 
& Co. 
 
Risanje in nomenklatura spojin 
 
Za poimenovanje in risanje spojin ter sinteznih shem smo uporabili program ChemDraw 







4. EKSPERIMENTALNO DELO 




































































































4.1.1 Sinteza 2,4-diheksil-7-metoksi-2-metil-1,2-dihidrokinolina (1) 
 
 
m-Anisidinu (40,60 mmol, 4,54 mL) smo dodali štiri ekvivalente 2-oktanona (159,89 
mmol, 25 mL) in iterbijev triflat (0,48 mmol, 0,300 g). Reakcijsko zmes smo prepihali z 
argonom in pustili mešati pri sobni temperaturi ter spremljali potek reakcije s TLC. Po 
končani reakciji smo 2-oktanon odstranili z vakuumsko destilacijo. Zaostanek smo 
raztopili v DKM, spirali z vodo (2× 30 mL), nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter 
organsko fazo uparili pod znižanim tlakom, pri čemer smo izolirali 7,501 g spojine 1. 
Surov produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez dodatnega čiščenja. 
Izgled: svetlo rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 53,8 %; Rf: 0,68 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C23H37NO; Mr: 343,55 g/mol 
4.1.2 Sinteza 2,4-diheksil-7-metoksi-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolina (2) 
 
 
Spojino 1 (21,32 mmol, 7,322g) smo raztopili v EtOAc (100 mL) in reakcijsko zmes 
prepihali z argonom. Dodali smo Pd/C (6,58 mmol, 0,700 g) in prepihali z H2  ter pustili 
mešati pod H2 atmosfero preko noči. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes prepihali z 
argonom in aktivno oglje odfiltrirali. Filtratu smo pod znižanim tlakom uparili EtOAc, pri 





Izgled: svetlo rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 97,0 %; Rf: 0,27 (EtOAc/hex = 1/20); 
Molekulska formula: C23H39NO; Mr: 345,56 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.06 (dd, J = 8.5, 0.8 Hz, 1H), 6.23 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 2.6 Hz, 
1H), 3.73 (s, 3H), 3.55 (bs, 1H), 2.82 – 2.67 (m, 1H), 2.01 – 1.87 (m, 1H), 1.73 (dd, J = 
12.8, 5.6 Hz, 1H), 1.55 – 1.19 (m, 20H), 1.10 (s, 3H), 0.94 – 0.83 (ddd, J = 8.3, 6.7, 4.1 
Hz, 9H), 0.87 (m, 6H) 
4.1.3 Sinteza 2,4-diheksil-7-metoksi-1,2-dimetil-1,2,3,4-tetrahidrokinolina (3) 
 
 
Spojino 2 (20,68 mmol, 7,147 g) smo raztopili v DMF (30 mL) in dodali 2 ekvivalenta 
K2CO3 (41,36 mmol, 5,717 g). Reakcijski zmesi smo med mešanjem pri sobni temperaturi 
dodali 1,5 ekvivalenta MeI (31,02 mmol, 1,93 mL) in segrevali preko noči na oljni kopeli 
pri 110 °C. Naslednji dan smo reakcijsko zmes ohladili in dodali mešanico prečiščene vode 
(10 ml) in amonijaka (10 ml) ter pustili mešati pri sobni temperaturi pol ure za 
nevtralizacijo prebitnega MeI. Nato smo dodali prečiščeno vodo (200 ml) in ekstrahirali 
produkt z EtOAc (100 mL). Organsko fazo smo spirali s prečiščeno vodo (5× 50 mL), 1 M 
HCl (50mL), nasičeno raztopino NaCl (50 mL) in sušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom 
uparili EtOAc, pri čemer smo izolirali 6,635 g spojine 3. 
 
Izgled: temno rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 89,2 %; Rf: 0,58 (EtOAc/hex = 1/20); 
Molekulska formula: C24H41NO; Mr: 359,59 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.02 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H), 6.19 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H), 6.15 (d, J = 2.5 Hz, 
1H), 3.78 (s, 3H), 2.75 (s, 3H), 2.68 – 2.58 (m, 1H), 2.08 – 1.94 (m, 1H), 1.71 – 1.19 (m, 








4.1.4 Sinteza 2,4-diheksil-1,2-dimetil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-ola (4) 
 
 
Metil eter 3 (17,77 mmol, 6,390 g) smo raztopili v brezvodnem DKM (200 mL) in 
prepihali z argonom. Reakcijsko zmes smo ohladili na -65°C in nato počasi dodali 2 
ekvivalenta 1 M BBr3 v DCM (35 mL, 35,00 mmol) ter pustili mešati preko noči pri sobni 
temperaturi. Naslednji dan smo reakcijsko zmes ohladili na ledeni kopeli in med mešanjem 
po kapljicah dodali nasičeno raztopino NH4Cl (10 mL) ter pustili mešati 5 minut. Nato smo 
reakcijsko zmes nevtralizirali s počasnim dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 (200 
mL) in dodali DKM (50 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (50 
mL), 1 M HCl (50 mL), nasičeno raztopino NaCl (50 mL) in sušili z Na2SO4 ter pod 
znižanim tlakom uparili DKM. Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM), pri čemer smo izolirali 4,646 g spojine 4. 
 
Izgled: črna viskozna tekočina; Izkoristek: 75,7 %; Rf: 0,39 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C23H39NO; Mr: 345,56 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.15 – 6.06 (m, 2H), 2.72 (s, 3H), 2.67– 2.55 (m, 1H), 








Reakcijo smo izvedli pod argonovo atmosfero. Brezvodni DMF (20 mL) smo ohladili na 
ledeni kopeli in nato počasi dodali POCl3 (76,47mmol, 7 mL) ter pustili mešati pol ure na 
ledeni kopeli. Fenol 4 (7,26 mmol, 2,509 g) smo raztopili v brezvodnem DMF (10 mL) in 
med mešanjem počasi dodali v bučko z ohlajenim reagentom na ledeni kopeli. Reakcijsko 
zmes smo segrevali 2 uri na oljni kopeli pri 75 °C, nato smo reakcijsko zmes zlili na 
mešanico vode in ledu (200 mL) ter pustili eno uro. Za nevtralizacijo nastale H3PO4 in HCl 
smo med mešanjem počasi dodali trdni Na2CO3 (191,17 mmol, 20,26 g), pri čemer se je 
spojina 5 oborila in v celoti sprijela na steklene površine. Vodno fazo smo zavrgli in 
zaostanek raztopili v EtOAc (200 mL). Organsko fazo smo spirali s prečiščeno vodo (3× 
100 mL), nasičeno raztopino NaCl (100 mL) in sušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom 
uparili EtOAc. Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/hex = 
1/6) pri čemer smo izolirali 1,496 g spojine 5. 
 
Izgled: rjavo-rumena viskozna tekočina; Izkoristek: 55,2 %; Rf: 0,69 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C24H39NO2; Mr: 373,57 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.15 – 6.06 (m, 2H), 2.72 (s, 3H), 2.67 – 2.55 (m, 1H), 
2.03 – 1.92 (m, 1H), 1.70 – 1.60 (m, 2H), 1.55 – 1.19 (m, 20H), 1.14 (s, 1H), 0.88 (dt, J = 
11.7, 6.8 Hz, 3H) 
4.1.6 Sinteza metil 2-(piridin-4-il)acetat hidroklorida (6) 
 
 
2-(Piridin-4-il)ocetno kislino v obliki soli s HCl (8,64 mmol, 1,50 g) smo raztopili v 
brezvodnem MeOH (20 mL) na ledeni kopeli in počasi dodali 3 ekvivalente SOCl2 (25,92 
mmol, 1,88 mL) ter pustili mešati pri pogojih refluksa (≈ 65 °C) preko noči. Naslednji dan 
smo s TLC potrdili, da ni bilo več prisotne izhodne spojine in pod znižanim tlakom uparili 
MeOH. Izolirano spojino 6 smo brez nadaljnjega čiščenja uporabili v naslednji stopnji. 
 
Izgled: /; Izkoristek: /; Rf: 0,80 (DKM/MeOH = 9/1); Molekulska formula: 








Aldehid 5 (1,02 mmol, 0,381 g) smo raztopili v brezvodnem EtOH (25 mL) in med 
mešanjem dodali 6 ekvivalentov morfolina (6,12 mmol, 0,533 g) ter 1,1 ekvivalenta 
klorida 6 (1,12 mmol, 0,210 g). Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli pri 95 °C, 
dokler nismo s TLC zaznali, da izhodna spojina ni bila več prisotna. Pod znižanim tlakom 
smo uparili EtOH in zaostanek raztopili v EtOAc. Pripravili smo raztopino prečiščene vode 
(100 mL) in ocetne kisline (10 mL) s  pH ≈ 2-3.  Nato smo organsko fazo spirali s 
pripravljeno raztopino (3× 35 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL), nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL) in sušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom uparili EtOAc. Zaradi 
izgub pri ekstrakciji smo reakcijo ponovili pod enakimi pogoji s podobnimi količinami 
aldehida 5 (1,12 mmol, 0,420 g), morfolina (6,75 mmol, 0,588 g) in klorida 6 (1,24 mmol, 
0,232 g). Surovi produkt obeh reakcij smo združili in čistili s kolonsko kromatografijo z 
gradientno elucijo (MF: EtOAc/hex = 1/4 → 1/2), pri čemer smo celokupno izolirali 0,600 
g spojine 7. 
 
Izgled: oranžno-rumeni kristali; Izkoristek: 59,0 %; Rf: 0,15 (EtOAc/hex = 1/2); 
Molekulska formula: C31H42N2O2; Mr: 474,68 g/mol; Ttališča: 38-39 °C;  
1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8.65 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.75 – 7.68 (m, 1H), 7.22 
(d, J = 1.3 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 2.90 (s, 1H), 2.78 – 2.63 (m, 1H), 2.15 – 1.99 (m, 1H), 












Spojino 7 (0,63 mmol, 0,301 g) smo raztopili v DKM (5 mL), dodali 1,2 ekvivalenta MeI 
(0,76 mmol, 0,047 mL) in pustili mešati pri sobni temperaturi ter spremljali potek reakcije 
s TLC. Po petih dneh smo reakcijo ustavili in nadaljevali z izolacijo, čeprav je bil še 
zmeraj prisoten majhen delež izhodne spojine. Reakcijski zmesi smo uparili topilo in 
zaostanek spirali z dietil etrom (5× 10 mL), v katerem so se izhodna spojina in prisotne 
nečistote raztopile, produkt pa oboril. Eterne faze smo zavrgli in izolirali 0,201 g čiste 
spojine 8.  
 
Izgled: oranžni kristali; Izkoristek: 64,7 %; Rf: 0,38 (EtOAc/hex = 1/1); Molekulska 
formula: C32H45N2O2
+; Mr: 489,71 g/mol; Ttališča: 107-109 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 8.92 – 8.85 (m, 2H), 8.78 – 8.70 (m, 2H), 8.68 – 8.63 (m, 1H), 7.50 – 
7.44 (m, 1H), 6.41 – 6.38 (m, 1H), 4.49 (s, 3H), 2.94 (s, 1H), 2.78 – 2.58 (m, 1H), 2.21 – 
2.00 (m, 1H), 1.86 – 1.68 (m, 1H), 1.62 (s, 3H), 1.57 – 1.17 (m, 20H), 0.95 – 0.83 (m, 6H); 
HESI-HRMS: izračunano za C32H45N2O2 (M)
















Spojino 8 (0,22 mmol, 0,110 g) smo raztopili v DMSO (15 mL), dodali 2 ekvivalenta KCN 
(0,45 mmol, 0,029 g) in pustili mešati 2 uri pri sobni temperaturi. Nato smo dodali 1 
ekvivalent Pb4+(CH3COO
-)4 (0,22 mmol, 0,100 g) in pustili mešati preko noči pri sobni 
temperaturi. Naslednji dan smo pripravili raztopino prečiščene vode (450 mL) in nasičene 
raztopine NaHCO3 (50 mL). Reakcijsko zmes smo raztopili v DKM (100 mL) in organsko 
fazo spirali s pripravljeno raztopino (1× 250 mL, 1× 100 mL, 5× 30 mL), pri čemer smo 
prvi dve vodni fazi zavrgli v odpad za cianide. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in pod 
znižanim tlakom uparili DKM. Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH = 50/1), pri čemer smo izolirali dve večji frakciji. NMR obeh frakcij ni 
















Sintezo spojin 10 in 11 smo izvedli po postopku, opisanem v članku Novel Nile Blue 
derivatives as fluorescent probes for DNA, z nekaj modifikacijami. 
4.2.1 Sinteza 2,4-diheksil-1,2-dimetil-6-nitrozo-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-ola (10) 
 
 
Fenol 4 (1,78 mmol, 0,616 g) smo raztopili v EtOH (5 mL) na ledeni kopeli in med 
mešanjem dodali koncentrirano HCl (0,375 mL) ter mešali 5 minut. Nato smo počasi 
dodali 1,2 ekivalenta NaNO2 (2,14 mmol, 0,148 g) in pustili mešati preko noči pri sobni 
temperaturi. Pod znižanim tlakom smo uparili EtOH in izolirani nitrozo derivat 10 brez 
dodatnega čiščenja takoj uporabili v naslednji stopnji. Predpostavili smo, da se je ves fenol 
4  pretvoril v želeni produkt. 
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Nitrozo derivat 10 (1,78 mmol, 0,668 g) smo raztopili v MeOH (5 mL) na ledeni kopeli in 
med mešanjem počasi dodali 3-(naftalen-1-ilamino)propan-1-sulfonat (1,63 mmol, 0,430 
g), ki ga je sintetiziral Matej Novak, ter koncentrirano HCl (0,05 mL). Pustili smo mešati 
pri pogojih refluksa (≈ 75 °C) preko noči. Ko smo s TLC potrdili, da v reakcijski zmesi ni 
bilo več 3-(naftalen-1-ilamino)propan-1-sulfonata, smo pod znižanim tlakom uparili 
MeOH. Zaostanek smo spirali z dietil etrom (5× 5 mL) in eterne faze zavrgli. Surovi 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z gradientno elucijo (MF: DKM/MeOH = 
20/1 → 9/1), pri čemer smo izolirali 0,062 g spojine 11.  
 
Izgled: temno zeleni kristali; Izkoristek: 5,6 %; Rf: 0,40 (DKM/MeOH = 9/1); 
Molekulska formula: C36H49N3O4S;  Mr: 619,86 g/mol; Ttališča: 84-86 °C; HESI-HRMS: 
izračunano za C36H50N3O4S (M+H)
+ m/z = 620.3517, izmerjena vrednost: 620.3514 
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4.3.1 Sinteza 7-metoksi-2-metil-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolina (12) 
 
 
m-Anisidinu (40,67 mmol, 4,54 mL) smo dodali 2,2 ekvivalenta acetofenona (89,46 mmol, 
10,47 mL) in iterbijev triflat (0,49 mmol, 0,301 g). Reakcijsko zmes smo prepihali z 
argonom in pustili mešati pri sobni temperaturi ter potek reakcije spremljali s TLC. Po 
enemu tednu se je pretvoril zelo majhen delež izhodne spojine, zato smo reakcijo ponovili 
po različnemu postopku. m-Anisidinu (16,24 mmol, 1,81 mL) smo med mešanjem dodali 
toluen (20 mL), 2,2 ekvivalenta acetofenona (35,73 mmol, 4,18  mL) in indijev (III) klorid 
(1,38 mmol, 0,305 g). Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli pri 115 °C ter potek 
reakcije spremljali s TLC. Reakcija je po tem postopku potekala veliko bolje, zato smo tudi 
prvotno reakcijsko zmes segrevali na oljni kopeli pri enakih pogojih. Po treh dneh smo 
reakciji ustavili, pri čemer je prva potekla delno, druga pa skoraj v celoti. Ekstrakciji smo 
izvedli ločeno, vendar po podobnemu postopku. Reakcijsko zmes smo raztopili v EtOAc 
(70 mL) in organsko fazo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (50 mL), prečiščeno vodo 
(50 mL), nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom 
uparili EtOAc. Pri drugi reakciji smo organsko fazo spirali tudi z 0,5 M HCl (2× 50 mL), 
vendar sta se v tem primeru vodna in organska faza zelo slabo ločili, zato tega pri prvi 
reakciji nismo ponovili. Zaostanka smo združili in presežek acetofenona odstranili z 
vakuumsko destilacijo. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc/hex = 1/6), pri čemer smo izolirali 5,243 g spojine 12, ki smo jo v celoti uporabili v 
naslednji stopnji. 
 
Izgled: rjava oborina; Izkoristek: 28,1 %; Rf: 0,25 (EtOAc/hex = 1/6); Molekulska 
formula: C23H21NO; Mr: 327,42 g/mol; Ttališča: 100-102 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 7.57 – 7.46 (m, 2H), 7.38 – 7.25 (m, 7H), 7.23 – 7.14 (m, 1H), 6.83 – 




4.3.2 Sinteza 7-metoksi-1,2-dimetil-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolina (13) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 3. Izpeljali smo N-metilacijo 
spojine 12 (16,01 mmol, 5,243 g), pri čemer smo uporabili K2CO3 (32,03 mmol, 4,426 g), 
MeI (24,02 mmol, 1,50 mL) v DMF (25 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri 
ekstrakciji. Izolirali smo 5,195 g spojine 13, ki smo jo uporabili v naslednji stopnji brez 
dodatnega čiščenja.  
 
Izgled: temno rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 95,0 %; Rf: 0,65 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C24H23NO; Mr: 341,45 g/mol 
4.3.3 Sinteza 1,2-dimetil-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (14) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 4. Izpeljali smo odstranitev 
metilnega etra spojine 13 (15,15 mmol, 5,173 g), pri čemer smo uporabili 1 M BBr3 (30 
mL, 30 mmol) v brezvodnem DKM (40 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri 
ekstrakciji. Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z gradientno elucijo (MF: 
EtOAc/hex = 1/6 → 1/4), pri čemer smo izolirali 3,034 g spojine 14.  
 
Izgled: temno zelen prah; Izkoristek: 61,2 %; Rf: 0,13 (EtOAc/hex = 1/6); Molekulska 
formula: C23H21NO; Mr: 327,42 g/mol; Ttališča: 106-108 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 7.60 – 7.48 (m, 2H), 7.37 – 7.14 (m, 8H), 6.76 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.12 
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(d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.04 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 5.16 (s, 1H), 2.53 (s, 3H), 1.75 (s, 3H); 
HESI-HRMS: izračunano za C23H22NO (M+H)
+ m/z = 328.1696, izmerjena vrednost: 
328.1693 
4.3.4 Sinteza 7-hidroksi-1,2-dimetil-2,4-difenil-1,2-dihidrokinolin-6-karbaldehida (15) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 5, z modifikacijami pri 
ekstrakciji. Izpeljali smo formiliranje fenola 14 (4,06 mmol, 1,328 g), pri čemer smo 
uporabili POCl3 (54,62 mmol, 5 mL) v brezvodnem DMF (20 mL). Po končani reakciji 
smo reakcijsko zmes dodali v stekleno čašo s prečiščeno vodo (200 mL) na ledeni kopeli in 
pustili eno uro. Za nevtralizacijo nastale H3PO4 in HCl smo med mešanjem počasi dodali 
trdni Na2CO3 (136,55 mmol, 14,47 g), pri čemer se je spojina 15 oborila in v manjšem 
deležu sprijela na steklene površine. Oborino smo filtrirali s presesavanjem in vodno fazo 
še dodatno spirali z EtOAc (80 mL). Nato smo organsko fazo spirali s prečiščeno vodo (50 
mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Zaostanek, ki se je sprijel na steklene površine, 
smo raztopili v EtOAc (80 mL) in tudi spirali s prečiščeno vodo (50 mL) ter nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL). Oborino in organski fazi smo združili, sušili z Na2SO4 ter pod 
znižanim tlakom uparili EtOAc. Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc/hex = 1/6) pri čemer smo izolirali 0.708 g spojine 15. 
 
Izgled: rumena oborina; Izkoristek: 49,1 %; Rf: 0,36 (EtOAc/hex = 1/6); Molekulska 
formula: C24H21NO2; Mr: 355,43 g/mol; Ttališča: 127-129 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 11.87 (s, 1H), 9.31 (s, 1H), 7.47 – 7.42 (m, 2H), 7.40 – 7.21 (m, 8H), 
6.95 (s, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.24 (s, 1H), 2.67 (s, 3H), 1.86 (s, 3H); HESI-HRMS: 
izračunano za C24H22NO2 (M+H)




4.3.5 Sinteza etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetata (16) 
 
 
Etil 2-cianoacetatu (28,11 mmol, 3 mL) smo dodali 1 ekvivalent 2-aminotiofenola (28,97 
mmol, 3,1 mL). Reakcijsko zmes smo mešali in segrevali na oljni kopeli pri 130 °C preko 
noči ter nato pustili, da kristalizira pri sobni temperaturi. Izolirano spojino 16 smo brez 
dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji. 





Aldehid 15 (1,72 mmol, 0,610 g) smo raztopili v brezvodnem EtOH (15 mL) in dodali 1,5 
ekvivalenta spojine 16 (2,57 mmol, 0,570 g), 1 ekvivalent morfolina (1,72 mmol, 0,150 g) 
ter pustili mešati pri pogojih refluksa (≈ 80 °C) 1 uro. Reakcija je potekla, pri čemer se je 
naša spojina oborila. Dodali smo prečiščeno vodo (5 mL), da smo povečali delež oborjene 
spojine. Oborino smo filtrirali s presesavanjem in zavrgli matičnico. V matičnici je bil 
prisoten zelo majhen delež spojine 17, vendar se z vidika časovnega izkoristka ni splačalo 
izvajati ekstrakcije. Izolirali smo 0,662 g spojine 17. 
 
Izgled: oranžna oborina; Izkoristek: 75,3 %; Rf: 0,39 (EtOAc/hex = 1/4); Molekulska 
formula: C33H24N2O2S; Mr: 512,62 g/mol; Ttališča: 244-246 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 8.72 (s, 1H), 7.97 – 7.88 (m, 2H), 7.52 – 7.25 (m, 8H), 7.14 – 7.09 (m, 
1H), 6.46 (s, 1H), 5.40 (s, 1H), 2.71 (s, 3H), 1.90 (s, 3H); HESI-HRMS: izračunano za 
C33H25N2O2S (M+H)







Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 9. Izpeljali smo uvedbo 
ciano skupine spojini 17 (0,39 mmol, 0,202 g), pri čemer smo uporabili KCN (0,79 mmol, 
0,051 g), Pb4+(CH3COO
-)4 (0,39 mmol, 0,175 g) v DMSO (10 mL) in ustrezno prilagodili 
volumne pri ekstrakciji. V tem primeru je reakcija potekla, vendar ne popolnoma, saj je 
bila na TLC še zmeraj vidna izhodna spojina. Surovi produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z gradientno elucijo (MF: DKM/hex = 1/1 → 1/1,5), pri čemer smo izolirali 
0,019 g spojine 18.  
 
Izgled: vijolični kristali; Izkoristek: 9,0 %; Rf: 0,44 (DKM/hex = 4/1); Molekulska 
formula: C34H23N3O2S; Mr: 537,63 g/mol; Ttališča: 228-230 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 8.19 – 8.04 (m, 1H), 8.01 – 7.89 (m, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.55 – 7.28 (m, 
12H), 6.48 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 2.76 (s, 1H), 1.95 (s, 1H); HESI-HRMS: izračunano za 
C34H24N3O2S (M+H)
+ m/z = 538.1584, izmerjena vrednost: 538.1576 
 












4.4 Sintezna shema za 1,3,3,4,13,14-heksametil-11,13-
difenil-13,14-dihidro-3H-benzo[a]dipirido[2,3-c:2',3'-




Sintezo spojin 20 in 21 smo izvedli po postopku, opisanem v članku Novel Nile Blue 
derivatives as fluorescent probes for DNA, z nekaj modifikacijami. 
4.4.1 Sinteza 2,2,4-trimetil-1,2-dihidrobenzo[h]kinolina (18) 
 
 
Naftalen-1-amin (20,95 mmol, 3,0 g) smo raztopili v acetonu (270,14 mmol, 20 mL), 
dodali indijev (III) klorid (1,37 mmol, 0,302 g) in pustili mešati pri sobni temperaturi ter 
spremljali potek reakcije s TLC. Po enemu tednu izhodna spojina ni bila več prisotna v 
reakcijski zmesi. Reakcijsko zmes smo filtrirali skozi tanko plast silikagela, uparili topilo 
in izolirano spojino 18 brez dodatnega čiščenja ter v celoti uporabili v naslednji stopnji. 




Izgled: črna viskozna tekočina; Izkoristek: 100,0 %; Rf: 0,66 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C16H17N; Mr: 223,31 g/mol 
4.4.2 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrobenzo[h]kinolina (19) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 3, z majhno modifikacijo pri 
ekstrakciji. Izpeljali smo N-metilacijo spojine 19 (20,95 mmol, 4,679 g), pri čemer smo 
uporabili K2CO3 (41,18 mmol, 5,691 g), MeI (30,88 mmol, 1,92 mL) v DMF (30 mL) in 
ustrezno prilagodili volumne pri ekstrakciji. Pri spiranju s 1 M HCl je del spojine prešel v 
vodno fazo, zato smo nevtralizirali HCl in ponovno ekstrahirali z EtOAC. Surovi produkt 
smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/hex = 1/50) pri čemer smo izolirali 
0,455 g spojine 19. 
 
Izgled: rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 9,2 %; Rf: 0,76 (EtOAc/hex = 1/20); 
Molekulska formula: C17H19N; Mr: 237,34 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 8.36 – 8.31 (m, 1H), 7.79 – 7.74 (m, 1H), 7.55 – 7.51 (m, 1H), 7.50 – 7.43 (m, 
2H), 7.40 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.3 Hz, 1H), 5.45 (q, J = 1.4 Hz, 1H), 2.54 (s, 3H), 2.16 (d, J = 
1.4 Hz, 3H), 1.23 (s, 6H) 






Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 10, z modifikacijo pri času 
reakcije. Izpeljali smo nitroziranje spojine 14 (1,52 mmol 0,498 g), pri čemer smo 
uporabili NaNO2 (1,83 mmol, 0,126 g) in koncentrirano HCl (0,320 mL) v EtOH (5 mL). S 
TLC smo po treh urah zaznali, da v reakcijski zmesi ni bila več prisotna izhodna spojina. 
Izolirani nitrozo derivat 20 smo brez dodatnega čiščenja takoj uporabili v naslednji stopnji 
in predpostavili, da se je ves fenol 14 pretvoril v želeni produkt. 
 
Izgled: /; Izkoristek: 100,0 %; Rf: /; Molekulska formula: C23H20N2O2; Mr: 356,42 
g/mol 
4.4.4 Sinteza 1,3,3,4,13,14-heksametil-11,13-difenil-13,14-dihidro-3H-




Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 11. Izpeljali smo ciklizacijo  
spojin 19 (1,52 mmol, 0,361 g) in 20 (1,52 mmol 0,542 g), pri čemer smo uporabili 
koncentrirano HCl (0,05 mL) v MeOH (5 mL). Surovi produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z gradientno elucijo (MF: DKM/MeOH = 20/1 → 15/1), pri čemer smo 
izolirali 0,036 g produkta, za katerega smo sprva predvidevali, da je spojina 21. Po izvedbi 
preliminarnih preizkusov smo naknadno ugotovili, da izoliran produkt ne ustreza želenemu 






Izgled: temno modri kristali; Rf: 0,19 (DKM/MeOH = 9/1); Molekulska formula: 
C46H38ClN3O; Mr: 684,27 g/mol; Ttališča: ˃ 250 °C; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.46 – 7.25 (m, 24H), 5.68 (s, 2H), 2.03 (s, 6H). HESI-HRMS: izračunano za 
C46H38N3O (M)






























Sintezo spojin 24 in 25 smo izvedli po postopku, opisanem v članku Novel Nile Blue 
derivatives as fluorescent probes for DNA, z nekaj modifikacijami. 
4.5.1 Sinteza 2-metil-2,4-difenil-1,2-dihidrobenzo[h]kinolina (22) 
 
 
Naftalen-1-aminu (13,97 mmol, 2,0 g) smo dodali 2 ekvivalenta acetofenona (27,93 mmol, 
3,27 mL) in indijev (III)  klorid (0,99 mmol, 0,218 g). Reakcijsko zmes smo mešali in 
segrevali na oljni kopeli pri 110 °C preko noči. Naslednji dan smo s TLC potrdili, da v 
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reakcijski zmesi ni bil več prisoten naftalen-1-amin in izolirali 2,705 g spojine 22. Surov 
produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez dodatnega čiščenja. 
 
Izgled: rjavo-rdeča viskozna tekočina; Izkoristek: 55,7 %; Rf: 0,48 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C26H21N; Mr: 347,45 g/mol 
4.5.2 Sinteza 1,2-dimetil-2,4-difenil-1,2-dihidrobenzo[h]kinolina (23) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 3. Izpeljali smo N-metilacijo 
spojine 22 (7,79 mmol, 2,705 g), pri čemer smo uporabili K2CO3 (15,57 mmol, 2,152 g), 
MeI (11,68 mmol, 0,73 mL) v DMF (15 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri 
ekstrakciji. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/hex = 1/6), 
pri čemer smo izolirali 1,177 g spojine 23. 
 
Izgled: svetlo rjava oborina; Izkoristek: 41,8 %; Rf: 0,72 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C27H23N; Mr: 361,48 g/mol; Ttališča: 115-117 °C; 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8.57 – 8.51 (m, 1H), 7.73 – 7.65 (m, 3H), 7.57 (ddd, J = 8.3, 6.8, 
1.3 Hz, 1H), 7.53 – 7.32 (m, 7H), 7.16 – 7.06 (m, 3H), 7.04 – 6.98 (m, 1H), 6.17 (s, 1H), 
2.76 (s, 3H), 1.73 (s, 3H) 





Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 10 in enakim časom reakcije 
kot pri sintezi spojine 20. Izpeljali smo nitroziranje 3-(dibutilamino)fenola (1,88 mmol 
0,417 g), pri čemer smo uporabili NaNO2 (2,26 mmol, 0,156 g) in koncentrirano HCl 
(0,400 mL) v EtOH (5 mL). Izolirani nitrozo derivat 24 smo brez dodatnega čiščenja takoj 
uporabili v naslednji stopnji in predpostavili, da se je ves 3-(dibutilamino)fenol pretvoril v 
želeni produkt. 
 
Izgled: /; Izkoristek: 100,0 %; Rf: /; Molekulska formula: C14H22N2O2; Mr: 250,34 
g/mol 
4.5.4 Sinteza 12-(dibutilamino)-3,4-dimetil-1,3-difenil-3H-benzo[a]pirido[2,3-
c]fenoksazin-4-ium klorida (25) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 11. Izpeljali smo ciklizacijo  
spojin 23 (1,88 mmol 0,681 g) in 24 (1,88 mmol, 0,472 g), pri čemer smo uporabili 
koncentrirano HCl (0,05 mL) v MeOH (5 mL). Surovi produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z gradientno elucijo (MF: DKM/MeOH = 20/1 → 15/1), pri čemer smo 
izolirali 0,040 g spojine 25.  
 
Izgled: temno modri kristali; Izkoristek: 3,4 %; Rf: 0,17 (DKM/MeOH = 9/1); 
Molekulska formula: C41H42ClN3O; Mr: 628,24 g/mol; Ttališča: 129-131 °C; 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8.90 – 6.84 (m, 17H), 5.87 (s, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.50 – 
3.11 (m, 4H), 2.22 (s, 3H), 2.00 – 1.15 (m, 8H), 1.00 (t, J = 7.2 Hz, 6H); HESI-HRMS: 
izračunano za C41H42N3O (M)
+ m/z = 592.3322, izmerjena vrednost: 592.3306 
 





4.6 Sintezna shema za 3-karboksi-1-(9,10,10-trimetil-
9,10,11,12-tetrahidro-5H-benzo[a]pirido[2,3-




Sintezo spojin 30 in 32 smo izvedli po postopku, opisanem v članku Novel Nile Blue 
derivatives as fluorescent probes for DNA, z nekaj modifikacijami. 
4.6.1 Sinteza 7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolina (26) 
 
 
m-Anisidin (40,60 mmol, 4,54 mL) smo raztopili v acetonu (540,29 mmol, 40 ml) in 
dodali iterbijev triflat (0,48 mmol, 0,300 g). Reakcijsko zmes smo prepihali z argonom in 
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pustili mešati pri sobni temperaturi preko noči. Naslednji dan smo s TLC potrdili, da v 
reakcijski zmesi ni bilo več prisotne izhodne spojine in pod znižanim tlakom uparili 
presežek acetona. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/hex = 
1/6), pri čemer smo izolirali 7,080 g spojine 26, ki smo jo v celoti uporabili v naslednji 
stopnji. 
 
Izgled: temno rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 85,8 %; Rf: 0,63 (EtOAc/hex = 1/4); 
Molekulska formula: C13H17NO; Mr: 203,28 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.20 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 6.01 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 
5.19 (q, J = 1.3 Hz, 1H), 3.75 (s, 2H), 1.96 (d, J = 1.4 Hz, 3H), 1.26 (s, 6H) 
4.6.2 Sinteza 7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2,3,4-tetrahidrokinolina (27) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 2. Izpeljali smo 
hidrogeniranje spojine 26 (34,83 mmol, 7,080 g), pri čemer smo uporabili Pd/C (6,19 
mmol, 0,659 g) v EtOAc (100 mL). Izolirali smo 6,826 g spojine 27, ki smo jo brez 
dodatnega čiščenja uporabili v naslednjih stopnjah. 
 
Izgled: rjava oborina; Izkoristek: 95,5 %; Rf: 0,67 (EtOAc/hex = 1/4); Molekulska 
formula: C13H19NO; Mr: 205,30 g/mol; Ttališča: 51-53 °C; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ [ppm] = 7.05 (dd, J = 8.4, 1.0 Hz, 1H), 6.23 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.00 (d, J = 2.6 Hz, 
1H), 3.71 (s, 3H), 3.58 (bs, 1H), 2.91 – 2.79 (m, 1H), 1.70 (dd, J = 12.7, 5.5 Hz, 1H), 1.40 







4.6.3 Sinteza 7-metoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2,3,4-tetrahidrokinolina (28) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 3. Izpeljali smo N-metilacijo 
spojine 27 (17,49 mmol, 3,590 g), pri čemer smo uporabili K2CO3 (34,97 mmol, 4,833 g), 
MeI (26,23 mmol, 1,63 mL) v DMF (25 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri 
ekstrakciji. Izolirali smo 0,644 g spojine 28. 
 
Izgled: rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 16,8 %; Rf: 0,67 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C14H21NO; Mr: 219,32 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.05 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 2.5 Hz, 
1H), 3.81 (s, 3H), 2.85 –  2.78 (m, 1H), 2.82 (s, 3H), 1.78 (dd, J = 12.8, 4.5 Hz, 1H), 1.53 
(t, J = 12.8 Hz, 1H), 1.33 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.21 (s, 3H) 
4.6.4 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-ola (29) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 4. Izpeljali smo odstranitev 
metilnega etra spojine 28 (2,81 mmol, 0,616 g), pri čemer smo uporabili 1 M BBr3 (6 mL, 
6,00 mmol) v brezvodnem DKM (25 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri ekstrakciji. 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z gradientno elucijo (MF: EtOAc/hex 
= 1/6 → 1/4), pri čemer smo izolirali 0,367 g spojine 29.  
 
Izgled: temno zelena oborina; Izkoristek: 63,6 %; Rf: 0,20 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C13H19NO; Mr: 205,30 g/mol; Ttališča: 81-83 °C; 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ [ppm] = 6.95 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H), 6.12 (dd, J = 8.0, 2.5 Hz, 1H), 
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6.09 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.83 –  2.71 (m, 1H), 2.75 (s, 3H), 1.74 (dd, J = 13.0, 4.5 Hz, 1H), 
1.49 (t, J = 12.7 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.17 (s, 3H) 
4.6.5 Sinteza 1-(naftalen-1-il)azetidin-3-karboksilne kisline (31) 
 
 
Etil 1-(naftalen-1-il)azetidin-3-karboksilat (0,49 mmol, 0,125 g), ki ga je sintetiziral Stane 
Pajk, smo raztopili v EtOH (5 mL) in reakcijsko zmes prepihali z argonom. Nato smo 
dodali 2 M NaOH (3 mL) in pustili mešati pri sobni temperaturi pol ure. Po končani 
reakciji smo pod znižanim tlakom uparili EtOH, nakisali z 1 M HCl do pH ≈ 2-3 in 
ekstrahirali z EtOAc (20 mL) ter sušili z Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo uparili 
EtOAC, pri čemer smo izolirali 0,085 g spojine 31. 
 
Izgled: črna oborina; Izkoristek: 76,4 %; Rf: 0,29 (DKM/MeOH = 9/1); Molekulska 
formula: C14H13NO2; Mr: 227,26 g/mol; Ttališča: 99-101 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 9.58 (m, 1H), 7.95 – 7.85 (m, , 1H), 7.77 (dd, J = 13.0, 5.6 Hz, 1H), 
7.46 – 7.28 (m, 4H), 6.60 – 6.55 (m, 1H), 4.40 – 4.25 (m, 4H), 3.64 – 3.53 (m, 1H) 
4.6.6 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-6-nitrozo-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-ola (30) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 10 in enakim časom reakcije 
kot pri sintezi spojine 20. Izpeljali smo nitroziranje spojine 29 (1,25 mmol 0,257 g), pri 
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čemer smo uporabili NaNO2 (1,50 mmol, 0,104 g) in koncentrirano HCl (0,270 mL) v 
EtOH (5 mL). Izolirani nitrozo derivat 30 smo brez dodatnega čiščenja takoj uporabili v 
naslednji stopnji in predpostavili, da se je ves fenol 29 pretvoril v želeni produkt. 
 
Izgled: /; Izkoristek: 100,0 %; Rf: /; Molekulska formula: C13H18N2O2; Mr: 234,39 
g/mol 
4.6.7 Sinteza 3-karboksi-1-(9,10,10-trimetil-9,10,11,12-tetrahidro-5H-
benzo[a]pirido[2,3-i]fenoksazin-5-iliden)azetidin-1-ium klorida (32) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 11. Izpeljali smo ciklizacijo  
spojin 30 (1,25 mmol 0,293 g) in 31 (0,37 mmol, 0,085 g), pri čemer smo uporabili 
koncentrirano HCl (0,15 mL) v MeOH (10 mL). Surovi produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z gradientno elucijo (MF: DKM/MeOH = 30/1 → 15/1). Izolirali smo 
neznano spojino, za katero se je pri preverjanju z LC-MS izkazalo, da ne ustreza želenemu 




Izgled: temno modri kristali; Molekulska formula: C26H34ClN3O; Mr: 440,02 g/mol; 
HESI-HRMS: izračunano za C26H34N3O (M)











Sintezo spojin 36 in 38 smo izvedli po postopku, opisanem v članku Novel Nile Blue 











Spojino 27 (15,52 mmol, 3,186 g) smo raztopili v DMF (20 mL) in dodali 2 ekvivalenta 
K2CO3 (31,04 mmol, 4,290 g). Reakcijski zmesi smo med mešanjem pri sobni temperaturi 
dodali 0,5 ekvivalenta KI (7,76 mmol, 1,288 g) in 2 ekvivalenta etil 4-bromobutanoata 
(31,04 mmol, 6,054 g) ter segrevali preko noči na oljni kopeli pri 110 °C. Naslednji dan 
smo reakcijsko zmes ohladili, dodali prečiščeno vodo (150 mL) in ekstrahirali z EtOAc (80 
mL). Organsko fazo smo spirali s prečiščeno vodo (5× 50 mL), 1M HCl (50mL), nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL) in sušili z Na2SO4 ter pod znižanim tlakom uparili EtOAc. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/hex = 1/6), pri čemer smo 
izolirali 1,579 g spojine 33.  
 
Izgled: temno rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 31,9 %; Rf: 0,51 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C19H29NO3; Mr: 319,44 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.03 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 6.21 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 2.4 Hz, 
1H), 4.15 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.35 (ddd, J = 15.9, 10.7, 5.4 Hz, 1H), 3.16 – 
3.01 (m, 1H), 2.91 – 2.74 (m, 1H), 2.36 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.07 – 1.79 (m, 2H), 1.70 (dd, 











Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 31. Izpeljali smo odstranitev 
metilnega etra spojine 33 (4,88 mmol, 1,559 g), pri čemer smo uporabili 1 M BBr3 (15 mL, 
15 mmol) v brezvodnem DKM (40 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri ekstrakciji. 
Surovi produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z gradientno elucijo (MF: EtOAc/hex 
= 1/6 → 1/2), pri čemer smo izolirali 0,292 g spojine 34.  
 
Izgled: temno rjava viskozna tekočina; Izkoristek: 19,6 %; Rf: 0,10 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C18H27NO3; Mr: 305,41 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 7.05 – 6.90 (m, 1H), 6.17 – 6.12 (m, 2H), 5.47 (bs, 1H), 4.17 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
3.38 – 3.26 (m, 1H), 3.09 – 2.98 (m, 1H), 2.86 – 2.75 (m, 1H), 2.42 – 2.33 (m, 2H), 2.03 – 
1.79 (m, 2H), 1.69 (dd, J = 12.9, 4.7 Hz, 1H), 1.50 (t, J = 12.8 Hz, 1H), 1.31 – 1.26 (m, 
9H), 1.15 (s, 3H) 






Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 4. Izpeljali smo hidrolizo 
etilnega estra spojine 34 (0,82 mmol, 0,250 g), pri čemer smo uporabili 2 M NaOH (3 mL) 
v EtOH (5 mL) in ustrezno prilagodili volumne pri ekstrakciji. Izolirali smo 0,181 g  
spojine 35. 
 
Izgled: modro-zelena viskozna tekočina; Izkoristek: 79,7 %; Rf: 0,10 (DKM/MeOH = 
20/1); Molekulska formula: C16H23NO3; Mr: 277,36 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ [ppm] = 8.50 (s, 1H), 7.00 (dd, J = 8.3, 0.9 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 
6.30 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H), 3.35 – 3.05 (m, 2H), 2.90 – 2.77 (m, 1H), 2.57 – 2.36 (m, 
2H), 2.07 – 1.79 (m, 2H), 1.72 (dt, J = 16.8, 8.4 Hz, 1H), 1.54 (t, J = 12.8 Hz, 1H), 1.35 – 
1.23 (m, 9H), 1.17 (s, 3H) 
4.7.4 Sinteza 1,2,2,4-tetrametil-1,2,3,4-tetrahidrobenzo[h]kinolina (37) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 3, z majhno modifikacijo pri 
ekstrakciji. Izpeljali smo N-metilacijo 2,2,4-trimetil-1,2,3,4-tetrahidrobenzo[h]kinolina 
(6,81 mmol, 1,534 g), ki ga je sintetiziral Stane Pajk, pri čemer smo uporabili K2CO3 
(13,62 mmol, 1,882 g), MeI (10,21 mmol, 0,64 mL) v DMF (15 mL) in ustrezno prilagodili 
volumne pri ekstrakciji. Pri ekstrakciji organske faze nismo spirali z 1 M HCl. To bi zelo 
verjetno povzročilo prehod spojine 37 v vodno fazo, kar se nam je zgodilo pri spojini 19, ki 
ima skoraj identično strukturo. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc/hex = 1/30), pri čemer smo izolirali 1,215 g spojine 37.  
 
Izgled: rjavo-oranžna viskozna tekočina; Izkoristek: 74,6 %; Rf: 0,81 (EtOAc/hex = 1/6); 
Molekulska formula: C17H21N; Mr: 239,36 g/mol; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
[ppm] = 8.28 – 8.22 (m, 1H), 7.76 – 7.69 (m, 1H), 7.49 – 7.32 (m, 4H), 3.03 – 2.91 (m, 
1H), 2.73 (s, 3H), 1.76 (dd, J = 13.4, 10.6 Hz, 1H), 1.63 (dd, J = 13.4, 7.6 Hz, 1H), 1.41 (d, 




il)butanojske kisline (36) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 10 in enakim časom reakcije 
kot pri sintezi spojine 20. Izpeljali smo nitroziranje spojine 35 (0,60 mmol 0,166 g), pri 
čemer smo uporabili NaNO2 (0,72 mmol, 0,050 g) in koncentrirano HCl (0,125 mL) v 
EtOH (5 mL). Izolirani nitrozo derivat 36 smo brez dodatnega čiščenja takoj uporabili v 
naslednji stopnji in predpostavili, da se je vsa spojina 35 pretvorila v želeni produkt. 
 
Izgled: /; Izkoristek: 100,0 %; Rf: /; Molekulska formula: C16H22N2O4; Mr: 306,36 
g/mol 
4.7.6 Sinteza 14-(3-karboksipropil)-1,3,3,4,11,13,13-heptametil-2,3,11,12,13,14-
heksahidro-1H-benzo[a]dipirido[2,3-c:2',3'-i]fenoksazin-4-ium klorida (38) 
 
 
Sintezo smo izvedli po enakemu postopku kot sintezo spojine 11. Izpeljali smo ciklizacijo  
spojin 36 (0,60 mmol 0,183 g) in 37 (0,72 mmol, 0,172 g), pri čemer smo uporabili 
koncentrirano HCl (0,15 mL) v MeOH (10 mL). Zaradi kompleksnosti reakcijske zmesi 
smo prvo preverili in tudi potrdili prisotnost spojine 38 v reakcijski zmesi z LC-MS, 
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vendar potem pri čiščenju surovega produkta s kolonsko kromatografijo žal nismo uspeli 
izolirati želene spojine. Izolirali smo mešanico metilnega in etilnega estra. Možen razlog za 
neuspeh je premajhna količina nastalega produkta, saj z LC-MS zaznamo že zelo majhne 
koncentracije spojin. 
 
4.8 Meritve fluorescence 
 
Sinteznemu delu so sledile meritve fluorescence izoliranih spojin, ki smo jih pred 
meritvami raztopili v EtOH in ustrezno razredčili do koncentracije 4*10-7 M. Ekscitacijske 
in emisijske spektre smo posneli za spojine 8, 11, 18, 25 in izolirani produkt pri sintezi 
spojine 21, katerega pravo strukturo smo ugotovili naknadno. Ekscitacijski spektri so 
označeni z rdečo in emisijski spektri z modro barvo, pri čemer so spektri normalizirani 
(maksimum je definiran kot 1) za boljšo primerjavo. 
4.8.1 Derivati kumarina 
 
 














Slika 12. Vpliv uvedbe ciano skupine (rdeče – spojina 17, modro - spojina 18) na emisijski spekter. 
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Z načrtovanimi strukturnimi spremembami smo dosegli, da imamo pri spojini 18 še znatno 
emisijo pri 775 nm (slika 11), potrebnih za stimulirano emisijo, kar jo naredi primerno za 
nanoskopijo STED. Ključnega pomena je uvedba ciano skupine na mesto 4, ki povzroči 
premik emisijskega maksimuma za več kot 100 nm v primerjavi s spojino 17, pri kateri je 
odsotna (slika 12). Neuspešna eksperimentalna uvedba ciano skupine je tudi razlog za 
nezadostno emisijo spojine 8 pri 775 nm (slika 10), zaradi česar ni primerna za 
nanoskopijo STED. Na osnovi spojine 18 lahko sklepamo, da bi z uvedbo ciano skupine 
zagotovo dosegli zadostno emisijo pri 775 nm, v njeni odsotnosti pa uvedba samo elektron-
donorske skupine na mesto 7 žal ne zadostuje za dovolj velik premik proti višjim valovnim 
dolžinam. Pri obema spojinama pričakovano opazimo precej velik Stokesov premik, ki je 
značilen za kumarine. 
4.8.2 Derivati nilsko modrega 
 
 




Slika 14. Normaliziran ekscitacijski (rdeč) in emisijski (moder) spekter spojine 25. 
 
 
Slika 15. Normaliziran ekscitacijski (rdeč) in emisijski (moder) spekter izoliranega produkta pri 
sintezi spojine 21. 
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 Pri derivatih nilsko modrega opazimo pri spojinama 11, 25 in izoliranem produktu pri 
sintezi spojine 21 še precejšnjo emisijo pri 775 nm, kar jih naredi primerne za nanoskopijo 
STED. V primerjavi s kumarini imajo njihovi ekscitacijski in emisijski spektri višje 
valovne dolžine, vendar tudi veliko manjše Stokesove premike, kjer pa je z grafov 
razvidno, da ni možno ponovno vzbujanje zaradi prekrivanja z absorpcijskim spektrom. Pri 
spojini 25 je kljub odsotnosti rigidizacije amino skupine, emisija še zmeraj prisotna pri 
























5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 Sintezni postopki 
 
5.1.1 Sinteza osnovnih kinolinskih skeletov 
 
Začetno stopnjo vseh reakcij (z izjemo pri sintezi spojine 25) je predstavljala sinteza 2,2,4 
substituiranih 1,2-dihidrokinolinov z modificirano Skraupovo reakcijo (ciklizacijo). 
Reakcijo smo izvedli med derivati anilina in dvema ekvivalentoma različnih ketonov v 
prisotnosti Lewisove kisline kot katalizatorja (slika 16) (31).  
 
Najprej smo poskušali sintetizirati spojine 1, 12 in 26 z uporabo iterbijevega triflata kot 
katalizatorja pri sobni temperaturi brez prisotnosti topila. Keton je pri spojini 26 
predstavljal aceton, pri spojini 12 acetofenon in pri spojini 1 2-oktanon, v vseh primerih pa 
je bil derivat anilina m-anisidin. Sinteza spojine 26 je potekla gladko z visokim 
izkoristkom (85,5 %), pri spojini 1 pa kljub dolgemu reakcijskem času ni potekla povsem 
do konca. Verjetni vzrok je sterično oviranje zaradi daljše alkilne verige pri 2-oktanonu, 
kar vodi v manj učinkovito reakcijo in posledično nižji izkoristek (53,8 %). Pri sintezi 
spojine 12 reakcija pri sobni temperaturi ni potekla in lahko sklepamo, da je vzrok 
ponovno sterično oviranje, ki je v tem primeru zaradi fenilnega obroča še večje. Reakcijo 
smo ponovili s segrevanjem in uporabo indijevega (III) klorida (InCl3) kot katalizatorja v 
toluenu, pri čemer je reakcija dobro potekla. Pri segrevanju prve reakcijske zmesi je 
reakcija potekla bolje, vendar v precej manjšem obsegu kot pri uporabi InCl3. Obe 
reakcijske zmesi smo združili in dobili nizek skupni izkoristek (28,1 %), kar je bilo tudi 
pričakovano. Na osnovi pridobljenih eksperimentalnih rezultatov smo sklepali, da je pri 
ciklizaciji s ketoni, ki imajo večjo molekulsko maso, optimalna uporaba InCl3 pri povišani 
temperaturi. To smo tudi potrdili pri sintezi spojine 22, kjer smo ponovno uporabili 
acetofenon in naftalen-1-amin kot derivat anilina brez toluena. Reakcija je v tem primeru 
potekla skoraj do konca in izkoristek je bil precej večji (55,7 %). Sklepamo lahko, da bi z 
uporabo istih reakcijskih pogojev dosegli večji izkoristek tudi pri sintezi spojine 26. Pri 
sintezi spojine 18 smo uporabili naftalen-1-amin, aceton in InCl3 pri sobni temperaturi. Na 
osnovi spojine 1 smo pričakovali, da bo reakcija potekla gladko, kar se je tudi uresničilo. 
Na TLC je bil viden manjši delež stranskega produkta, kar pomeni, da je bil praktični 
izkoristek še zmeraj visok, nekje med 80 in 90 %. Pri sintezi spojin 1 in 12 smo 2-oktanon 
ter acetofenon odstranili z vakuumsko destilacijo zaradi njunega visokega vrelišča. Pri 
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spojini 22 smo acetofenon poskušali odstraniti s kolono, kar nam ni uspelo povsem v celoti 
in je zato bil prisoten v majhnem deležu tudi pri sintezi spojine 23. V literaturi je 
navedeno, da so dosegli večje izkoristke in krajši reakcijski čas tudi s segrevanjem v 




Slika 16. Modificirana Skraupova ciklizacija. Prirejeno po (31). 
5.1.2 Hidrogeniranje 
 
Pri sintezi spojin 2 in 27 smo izvedli redukcijo dvojne vezi, pri spojinama 1 ter 26 s 
heterogenim katalitskim hidrogeniranjem. Pri reakciji je potrebna uporaba prehodne kovine 
kot katalizatorja, ker razcepi molekularni vodik, katerega vir je H2 atmosfera, in nase veže 
vodikove atome ter s tem omogoči potek reakcije (slika 17). Sam mehanizem heterogenega 
katalitskega hidrogeniranja dvojnih vezi še ni povsem razjasnjen (32). Kot katalizator smo 
uporabili paladij na aktivnem oglju (Pd/C) zaradi njegove široke dostopnosti in cenovne 
sprejemljivosti. Aktivno oglje se uporablja kot nosilec, ker ima veliko specifično površino 
in številne pore, kar poveča dostopnost paladija vodiku ter posledično vodi v boljšo 
katalitično aktivnost. Prednost Pd/C je tudi, da smo ga po koncu reakcije lahko enostavno 
odstranili s filtracijo. Reakcija je potekla gladko in z visokimi izkoristki (97,0 % pri 




Slika 17. Postopek heterogenega katalitskega hidrogeniranja. Prirejeno po (32). 
5.1.3 N-alkiliranje 
  
Izvedli smo metilacijo sekundarnih ali terciarnih aminov s halogenoalkani (z izjemo pri 
spojini 33). Pri obeh reakcijah gre za nukleofilno substitucijo po SN2 mehanizmu, vendar 
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se razlikujeta glede reakcijskih pogojev in uporabljenih reagentov (34). Kot halogenoalkan 
smo izbrali metil jodid (MeI), ker ima najšibkejšo vez z ogljikom in ga je posledično 
najlažje substituirati v primerjavi z ostalimi halogenoalkani (35). Pri njegovi uporabi 
moramo biti previdni, saj je dražeč, toksičen in kancerogen ter po končani reakciji tudi 
nevtralizirati njegov presežek (36). 
 
Pri sekundarnih aminih smo želeli sintetizirati terciarne amine (spojine 3, 13, 19, 23, 28, 
33, 37), pri čemer smo kot bazo uporabili K2CO3. Prisotnost baze poveča učinkovitost 
alkilacije, zmanjša nastanek stranskih produktov in s tem vodi v večje izkoristke. V 
primeru naše reakcije tvori kalijev kation z izhodno spojino amidni anion, ki je visoko 
nukleofilen in bolje reagira, ter s sproščenim jodidom ustrezno sol (KI) (slika 18). Zaradi 
alkalnih pogojev je produkt v neprotonirani obliki, kar omogoči njegov prehod v organsko 
fazo (EtOAc) pri ekstrakciji. Splošen problem pri uporabi halogenoalkanov pri alkiliranju 
aminov je njihova nespecifičnost, ki lahko povzroči substitucijo vse do kvarternih 
amonijevih soli (slika 19). Posledica tega je kompleksna reakcijska zmes, sestavljena iz 
aminov, ki se razlikujejo po stopnji alkilacije. Pri terciarnih aminih je nadaljnja pretvorba 
nekoliko otežena v primerjavi s primarnimi in sekundarnimi amini zaradi steričnih ovir, 
vendar še zmeraj poteka (35, 37). Zaradi tega smo reakcijo izvajali pri povišani 
temperaturi, ki povzroči pirolizo kvarternih amonijevih soli nazaj do terciarnih aminov, kar 
poteče samo pri heterocikličnih aminih (38). Kot topilo smo uporabili DMF, ki spada med 
polarna, aprotična topila, ki se pogosto uporabljajo v SN2 substitucijah, ker stabilizirajo 
ločitev naboja v prehodnem stanju in tudi povečajo reaktivnost nukleofila. Pri ekstrakciji 
smo organsko fazo spirali z večjimi količinami prečiščene vode, da smo v čim večji meri 
odstranili DMF, saj ga je zahtevno upariti pod znižanim tlakom zaradi njegovega visokega 
vrelišča (39). Pri sintezi spojine 33 smo namesto MeI uporabili etil 4-bromobutanoat, ki 





Slika 18. Mehanizem N-alkilacije sekundarnega amina v prisotnosti K2CO3. Prirejeno po (37).  
 Izkoristki pri reakcijah so bili zelo variabilni. Pri sintezi spojin 3 (89,2 %) in 13 (95,0 %) 
so bili visoki, vendar smo izvedli samo ekstrakcijo brez dodatnega čiščenja. Pri spojini 37 
(74,6 %) je bil relativno visok, precej nižji pa pri spojini 23 (41,8 %) zaradi prisotnosti 
acetofenona, ki ga nismo uspeli v celoti odstraniti v predhodni reakciji, in neznanega 
stranskega produkta. Pri sintezi spojine 19 (9,2 %) smo imeli nizek izkoristek. Glavni 
razlogi so bili izhodna spojina, ki ni bila povsem čista, nastanek dodatnega stranskega 
produkta pri sami reakciji in predvsem prehod spojine 19 v vodno fazo pri spiranju s HCl, 
zaradi česar je bila potrebna nevtralizacija in dodatna ekstrakcija. Posledično pri spojini 37, 
ki ima zelo podobno strukturo, nismo spirali reakcijske zmesi s HCl, kar je vodilo v veliko 
večji izkoristek (74,6 %). Sintezo spojin 28 (16,8 %) in 33 (31,9 %) smo izvedli dvakrat z 
enako izhodno spojino, ki ni bila povsem čista, pri čemer je bil v vseh primerih izkoristek 
nizek. Pri spojini 33 reakcija ni potekla povsem do konca, prisotni pa so bile tudi drugi 
stranski produkti. Možen razlog za to je bila uporaba etil 4-bromobutanoata (namesto 
MeI), kar zaradi daljše verige vodi v večje sterično oviranje (35). Pri spojini 28 niso bile 
razvidni stranski produkti, vendar je možno, da je bila spojina delno topna v vodni fazi, 
zaradi česar je prihajalo do izgub pri ekstrakciji. Možen je tudi nastanek stranskih 
produktov, ki niso bili razvidni na TLC. Izkoristke bi lahko poskušali izboljšati z uporabo 
alternativnih postopkov navedenih v literaturi. Visoke izkoristke so pridobili pri uporabi 
CsCO3 kot baze (dražji kot K2CO3) v DMF (37) in Hunigove baze (N,N-
diizopropiletilamin) v acetonitrilu (40). Obstajajo tudi druge metode za sintezo terciarnih 
aminov brez uporabe halogenoalkanov (npr. reduktivno aminiranje, reduktivna in 
katalitična alkilacija...), vendar so zahtevnejše in imajo tudi določene omejitve (40). 
 
Pri sintezi spojine 8 smo izvedli metilacijo spojine 7 (terciarnega amina) do kvarterne 
amonijeve soli, kar se imenuje kvaternizacija ali Menshutkinova reakcija (41). 
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Kvaternizacije najbolje potekajo v polarnih topilih (43), zato smo kot topilo uporabili 
DKM. Prednost njegove uporabe je tudi, da ga lahko po koncu reakcije uparimo pod 
znižanim tlakom, kar močno olajša ekstrakcijo. Reakcijo smo izvajali pri sobni temperaturi 
in brez prisotnosti K2CO3, ker so kvarterne amonijeve soli končna stopnja pri alkilaciji 
aminov ter niso potrebni posebni pogoji za večjo selektivnost reakcije. Kvarterne 
amonijeve soli so tudi stabilne spojine, ki se razgradijo samo v prisotnosti močnih baz (npr. 
Sommelet-Hauserjeva prerazporeditev (43), Stevensova prerazopreditev (44)) ali povišane 
temperature (38). Ekstrakcijo smo izvajali z dietil etrom, ker so ionske soli v njem zelo 
slabo topne (39), zato se spojina 8 v njem obori, izhodni reagenti in ostali stranski produkti 
pa se raztopijo ter enostavno odstranijo. Izkoristek (64,7 %) je bil razmeroma visok, pri 
čemer so izgube nastale, ker reakcija ni potekla povsem do konca in se je majhen del 
spojine 8 raztopil v dietil etru. 
 
 
Slika 19. Možen potek N-alkilacije vse do kvarternih amonijevih soli v primeru amonijaka in 
sekundarnega ter terciarnega amina. Prirejeno po (35) ter (41). 
5.1.4 Odstranitev metilnega etra 
 
Pri sintezi spojin 4, 14, 29, 34 smo njihovim predhodnim spojinam odstranili metilni eter z 
namenom pridobitve ustreznih fenolnih derivatov. Metilni eter je zelo učinkovita zaščita 
hidroksilne skupine fenola zaradi njegove velike stabilnosti in posledično velike odpornosti 
proti številnim reagentom ter različnim reakcijskim pogojem, vendar ga je zaradi tega tudi 
težko odstraniti (45). V našem primeru smo zato uporabili raztopino borovega tribromida 
(BBr3), ki je močna Lewisova kislina, v brezvodnem DKM, ker reakcija poteče pri blagih 
pogojih in BBr3 ne reagira z večino drugih funkcionalnih skupin. DKM dobro topi splošne 
anorganske Lewisove kisline in ni bazičen ali kisel ter tako ne vpliva na delovanje 
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Lewisovih kislin. Dealkiliranje z BBr3 je močno eksotermna reakcija in jo običajno na 
začetku izvajamo pri nizkih temperaturah, potrebno je tudi brezvodno, inertno (Ar) okolje, 
ker je BBr3 zelo občutljiv na vlago (39, 46).  
 
V literaturi se predpostavlja, da pri aril metil etrih odstranitev poteče po naslednjem 
mehanizmu. V prvi stopnji kisikov atom etra (Lewisova baza) nukleofilno napade borov 
atom, pri čemer nastane kompleks med njima. V drugi stopnji se nastali kompleks z 
nukleofilno substitucijo po SN2 mehanizmu v dveh ciklih pretvori do intermediatov 
PhOBBr2 in (PhO)2BBr ter MeBr (slika 20). Možen je še tretji cikel, ki je pa dostopen 
samo pri posebnih pogojih in povišani temperaturi. Pri ekstrakciji z dodatkom  nasičene 
raztopine NH4Cl hidroliziramo presežek BBr3 do borove kisline (B(OH)3) in HBr, ki se 
tvorita tudi pri hidrolizi intermediatov. Temu sledi hidroliza intermediatov do ustreznih 
fenolnih derivatov in nevtralizacija nastalih B(OH)3 ter HBr z nasičeno raztopino NaHCO3. 
Pri reakciji bo vedno prišlo do tvorbe fenolov in alkil halogenidov, ker nukleofil ne bo 
napadel aromatskega ogljika v prisotnosti alifatskega ogljika (47).  
 
 
Slika 20. Predlagani mehanizem demetiliranja z uporabo BBr3. Prirejeno po (47). 
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Pri spojinah 4 (75,7 %), 14 (61,2 %) in 29 (63,6 %) lahko izgube pripišemo prisotnosti 
majhne količine stranskih produktov v predhodnih spojinah in nastanku stranskih 
produktov pri sami reakciji. Pri spojini 34 (19,6 %) je bil izkoristek nizek in močno 
odstopa od ostalih spojin. V tem primeru obstaja verjetnost, da je poleg zgoraj omenjenih 
razlogov prišlo tudi do delne hidrolize estra, kar je možno po podatkih v literaturi (48). 
Zaradi proste karboksilne skupine je prišlo pri nevtralizaciji z NaHCO3 do tvorbe soli in 
posledično prehoda spojine v vodno fazo ter izgub pri ekstrakciji. Obstaja veliko načinov 
za cepitev etrov (npr. uporaba močnih kislin, baz, reducirajočih ali oksidirajočih 
reagentov), ki pa večinoma potekajo pri ostrih pogojih. Večji izkoristke pri spojini 34 bi 
lahko poskušali pridobiti z uporabo katere od metod v literaturi, ki jih lahko izvedemo pri 
milejših pogojih npr. jodocikloheksana v DMF (45) ali borovega triklorida (BCl3)/n-
tetrabutilamonijevega jodida (n-Bu4NI) v DKM (49). 
 Če drži predlagani mehanizem reakcije je možno, da bi lahko večjo selektivnost dosegli 




Pri sintezi spojin 5 in 15 smo fenoloma 4 in 14 uvedli aldehidno skupino s Vilsmeier-
Haackovo reakcijo. Vilsmeier-Haackova reakcija je elektrofilna aromatska substitucija 
(SEAr), ki poteče samo z aktivnimi substrati (npr. amini ali fenoli) (50). Pogosto jo 
izvedemo z uporabo fosforil klorida (POCl3) v DMF, možna je pa tudi uporaba drugih 
reagentov in topil. V prvi stopnji reakcije smo pri nizki temperaturi brezvodnemu DMF 
dodali POCl3, pri čemer je nastala in situ iminijeva sol, imenovana tudi Vilsmeier-Haackov 
reagent (51). Reakcijo smo izvajali pod argonovo atmosfero in uporabili brezvodni DMF, 
ker prisotnost vode povzroči hidrolizo POCl3 do H3PO4 in HCl (52). V drugi stopnji smo 
dodali ustrezno izhodno spojino in segrevali pri povišani temperaturi, pri čemer prvo 
nastane Vilsmeier-Haackov intermediat. Indermediat je nestabilen in pri ekstrakciji ob 
dodatku vode hitro hidrolizira v ustrezni aldehid, prav tako poteče hidroliza presežka 
POCl3 (slika 21). Segrevanje je potrebno, ker pri sobni ali nižji temperaturi Vilsmeier-
Haackov reagent podleže širokemu številu različnih nukleofilnih substitucijskih reakcij 
(51). Izkoristka pri spojinama 5 (55,2 %) in 15 (49,1 %) sta primerljiva. Izgube lahko 
pripišemo nastanku stranskih produktov vidnih na TLC. Formiliranje aromatskih obročev 
lahko izvedemo tudi z uporabo številnih drugih metod npr. uporabo formil fluorida 
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Slika 21. Mehanizem Vilsmeier Haackove reakcije. Prirejeno po (53).  
5.1.6 Sinteza kumarinskega skeleta 
 
Obstajajo številne sintezne poti za pridobitev kumarinov kot so Pechmannova reakcija, 
Perkinova reakcija, Wittigova reakcija, Claisenova prerazporeditev in številne druge (54). 
Zaradi enostavne izvedbe smo se odločili za Knoevenagelovo kondenzacijo (slika 22), ki 
poteče med karbonilnimi spojinami in aktiviranimi metilenskimi spojinami v prisotnosti 
baz kot katalizatorjev, običajno v etanolu pri pogojih refluksa (55). V našem primeru smo 
pri sintezi 3-substituiranega kumarinskega skeleta spojin 6 in 17 izvedli Knoevenagelovo 
kondenzacijo med substituiranimi salicilaldehidi in karboksilnimi estri v prisotnosti 
morfolina kot bazičnega katalizatorja. Pri sintezi spojine 6 je reakcija potekla gladko, 
vendar je do izgub prišlo pri ekstrakciji. Reakcijsko zmes smo prvo spirali z vodno 
raztopino ocetne kisline za odstranitev presežka morfolina, ki se protonira in preide v 
vodno fazo. Temu je sledila nevtralizacija ocetne kisline z nasičeno raztopino NaHCO3, ki 
je potekla burno in se je del reakcijske zmesi razlil, zaradi česar smo reakcijo ponovili ter 
surova produkta združili. Navedena izguba je odgovorna za nižji izkoristek pri reakciji 
(59,0 %). Pri sintezi spojine 17 je reakcija prav tako potekla gladko, pri čemer se je 
produkt oboril, stranske produkte in izhodne reagenta pa smo enostavno odfiltrirali, s čimer 
smo se izognili ekstrakciji ter kolonski kromatografiji. Izkoristek reakcije je bil dober (75,3 





Slika 22. Knoevenagelova kondenzacija kumarinov. Prirejeno po (54). 
5.1.7 Uvedba ciano skupine 
 
V končni stopnji sinteze kumarinskih derivatov smo poskušali uvesti ciano skupino na 
mestu 4 kumarinskega skeleta z oksidativno cianizacijo (56). Pri reakciji smo kot vir 
cianidnega aniona uporabili KCN v DMSO. Reakcija poteka najbolje v polarnih, 
aprotičnih topilih, kjer se v literaturi DMSO navaja kot zelo dobra izbira zaradi visokih 
izkoristkov in kratkih reakcijskih časov (57). Prvo poteče adicija nukleofilnega cianidnega 
aniona na kumarinski skelet, temu sledi dodatek svinčevega (IV) acetata (Pb4+(CH3COO
-
)4), ki oksidira nastali intermediat do končnega produkta. Pri ekstrakciji smo spirali 
reakcijsko zmes z velikimi količinami vode, saj je DMSO, podobno kot DMF, zahtevno 
upariti pod znižanim tlakom zaradi njegovega visokega vrelišča (39). Pri delu s KCN in 
Pb4+(CH3COO
-)4 moramo biti previdni, saj sta obe spojini zelo toksični in dražeči, 
Pb4+(CH3COO
-)4 pa je tudi kancerogen (58, 59). Zaradi tega smo tudi prvi dve vodni fazi 
zavrgli v odpad za cianide, saj sta vsebovali HCN. 
 
Pri sintezi spojine 18 je reakcija delno potekla, pri čemer del izhodne spojine 17 ni 
reagiral. Spojini 17 in 18 imata zelo podobno strukturo in ju težko ločimo, zaradi česar 
smo imeli težave pri izolaciji spojine 18. Uporabili smo nenavadno mobilno fazo 
DKM/hex, ker se je eksperimentalno pokazala kot najboljša izbira, pri čemer smo skoraj v 
celoti izolirali spojino 18, ostal pa je prisoten zelo majhen delež spojine 17. Pri sintezi 
spojine 9 je reakcija tudi delno potekla, vendar pri tem ni prišlo do nastanka želenega 
produkta. Pri preverjanju z NMR smo ugotovili, da je verjetno prišlo do razpada spojine na 
dva fragmenta. Omejitveni dejavnik pri oksidativni cianizaciji je najverjetneje adicija 
cianidnega aniona, ki poteče samo pri dovolj visoki mezomerni stabilizaciji nastalega 
intermediata, ki očitno pri spojini 9 žal ni zadostna (56). 
 
 
Slika 23. Splošna reakcijska shema pri uvedbi ciano skupine. Prirejeno po (60). 
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5.1.8 Alkalna hidroliza estra 
 
Spojini 31 in 34 smo pridobili z alkalno hidrolizo estra, tudi imenovano saponifikacija. Pri 
reakciji smo uporabili NaOH v EtOH, pri čemer poteče nukleofilna adicija s sledečo 
eliminacijo in nastane natrijev karboksilat ter ustrezni alkohol. Z nakisanjem smo sol 
pretvorili v neprotonirano karboksilno kislino, kar nam je omogočilo ekstrakcijo spojine z 
EtOAC (61). Reakcija je potekla gladko z dobrima in primerljivima izkoristkoma (76,4 % 
pri spojini 31 in 79,7 % pri spojini 35). 
5.1.9 Sinteza benzofenoksazinskega skeleta 
 
V končni stopnji sinteze derivatov nilsko modrega smo izvedli kislinsko katalizirano 
kondenzacijo med ustreznimi nitroliziranimi hidroksikinolini in aminonaftaleni, ki smo jo 
izvedli v dveh stopnjah po postopku opisanem v literaturi (62). V prvi stopnji smo 
različnim hidroksinolinom uvedli nitro skupino (slika 24), čemur je sledila kondenzacija 
(slika 25) v drugi stopnji. Ker se aktivni substrati pri pogosto uporabljeni nitraciji 
oksidirajo, smo nitro skupino uvedli z nitroziranjem, ki poteka pri milejših pogojih in je 
primerna predvsem za terciarne amine in fenole. Gre za elektrofilno aromatsko substitucijo 
(SEAr), pri kateri se dušikova (III) kislina (HNO2) tvori in situ iz nitritne soli in kisline ter 
pri nizkih temperaturah zaradi njene nestabilnosti. Iz HNO2 pri kislih pogojih nadalje 
nastane z odcepom vode nitrozonijev ion NO+, ki je kot elektrofil veliko šibkejši od 
nitronijevega iona NO2
+ pri nitraciji. Pri navedenih pogojih se reakcija ne nadaljuje do 
uvedbe dveh ali več nitro skupin, ker je nitro skupina deaktivirajoča (63, 64). Nastali 
nitrozo derivati so zelo reaktivni zaradi aromatske nitro skupine, kar omogoči potek 
kondenzacije pri pogojih refluksa v drugi stopnji, vendar so tudi nestabilni, zaradi česar 
smo jih brez dodatnega čiščenja takoj uporabili v naslednji stopnji (65).  
 
 





Slika 25. Kislinsko katalizirana kondenzacija benzofenoksazinskega skeleta. 
Pri sintezi spojin 11 (5,6 %) in 25 (3,4 %) je reakcija potekla z zelo nizkimi izkoristki in 
velikim številom stranskih produktov, kar je delno posledica takojšnje uporabe nitrozo 
derivatov brez dodatnega čiščenja. V strukturi hidroksikinolinov imamo hidroksilno 
skupino in terciarni amin, pri čemer obe skupini lahko usmerjata substitucijo, vendar je v 
kislih pogojih bolj aktivirajoč substituent terciarni amin. Terciarni amin bo usmerjal 
substitucijo na orto in para, torej mesta 6 in 8 pri nevtralnih pogojih, v primeru, da se 
protonira v kislih pogojih pa na meta, torej mesta 5 in 7. Ker je HNO2 šibka kislina, se 
terciarni amin načeloma ne bi smel protonirati, vendar je še zmeraj možna orto substitucija 
na mestu 8, ki ne vodi do nastanka želenega produkta in povzroči nižji izkoristek (63, 66). 
V literaturi se tudi priporoča uporaba 1,5 ekvivalenta nitrozo derivata, ki je v našem 
primeru veliko manjši zaradi slabe regioselektivnosti nitroziranja in je lahko tudi vzrok 
slabšega izkoristka (67). Popolno regioselektivnost na mestu 6 so v literaturi dosegli z 
zaščito amina s Fmoc (fluorenilmetiloksikarbonil) in uporabo KNO3/H2SO4/DKM, kar bi 
lahko poskusili tudi v našem primeru (66). Druga možnost je tudi uvedba nitro skupine na 
aminonaftalen (68). Obstajale so tudi težave pri sami kondenzaciji, kar je razvidno iz 
spojin 21 in 32, kjer reakcija ni potekla do želenega produkta, pri spojinah 11, 25 in 38 pa 
prispeva k manjšemu izkoristku. Pri sintezi spojine 38 je reakcija potekla, vendar smo 
dobili kompleksno reakcijsko zmes in bili neuspešni v njeni izolaciji s kolonsko 
kromatografijo, kjer je možen razlog premajhna količina nastalega produkta. Pri 
kondenzaciji bi lahko poskusili z uporabo druge kisline kot katalizatorja, kjer je pogosto 
uporabljena perklorna kislina HClO4, vendar se moramo zavedati, da bi perkloratni anion 
ClO4
- vplival na lastnosti končne spojine (24).  
 
 Nižje izkoristke lahko delno pripišemo tudi čiščenju s kolonsko kromatografijo, ki smo jo 
izvedli pri večini sinteznih stopenj in pri tem zavrgli nekatere frakcije, ki so poleg produkta 
vsebovale tudi velik delež stranskih produktov. Z vključitvijo teh frakcij bi izvajanje 
kolonske kromatografije izgubilo svoj pomen. 
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5.2 Foto-fizikalne lastnosti končnih spojin 
 
5.2.1 Za označevanje ogljikovih nanocevk 
 
V prvem delu smo poskušali ugotoviti, kako dobro se končni spojini 18, 25 in izoliran 
produkt pri sintezi spojine 21 vežejo na enoplastne ogljikove nanocevke (CN). Pri 
preizkušanju smo uporabili 1 mg CN s površinsko gostoto 226 g/m2 v razredčeni raztopini 
fluorofora v EtOH. Spojine smo morali ustrezno razredčiti, ker bi pri previsoki 
koncentraciji prišlo do nastanka sloja fluorofora okoli CN. V tem primeru bi zaznavali 
fluorescenco samega fluorofora in ne označenih CN, kar ni bil namen našega 
raziskovalnega dela. Kot standard smo uporabili raztopino fluorofora brez dodanih CN in 





Slika 26. Spojina 18 in CN posamezno ter združeno v EtOH. 
 
Iz slike je razvidno, da je raztopina fluorofora po dodatku CN postala brezbarvna, kar 
pomeni, da se je skoraj ves raztopljeni fluorofor vezal na CN. Iz tega smo lahko sklepali, 
da se je spojina 18 odlično vezala na CN in imela ugodne preliminarne lastnosti za 
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nadaljnje meritve. Temu je sledilo merjenje fluorescence označenih CN na Inštitutu Jožef 
Stefan, pri čemer so dobili naslednje rezultate. 
 
Slika 27. Graf intenzitete fluorescence A1- A4 v odvisnosti od valovne dolžine. 






































Pri merjenju fluorescence so ugotovili, da je sama spojina 18 dobro fluorescirala. Zelo 
majhen delež spojine 18 se ni vezal na CN, kar je bilo razvidno iz izmerjene nizke 
fluorescence supernatanta. Žal so tudi označene CN fluorescirale zelo slabo, pri čemer je 
intenziteta fluorescenca predstavljala približno samo 0,5 % intenzitete same spojine 18. Iz 
tega je razvidno, da CN s temi lastnostmi niso primerne za označevanje s spojino 18. Še 
zmeraj bi pa lahko poskusili z označevanjem CN, ki imajo drugačne lastnosti in tam 
preverili, če lahko dosežemo boljšo fluorescenco. 
Izoliran produkt pri sintezi spojine 21  
 
 
Slika 28. Izoliran produkt pri sintezi spojine 21 in CN posamezno ter združeno v EtOH. 
 
Pri spojini je iz slike razvidno, da se je po dodatku CN raztopina spojine razbarvala, vendar 
ne v celoti. Še zmeraj je bila prisotna rahlo modra barva, kar pomeni, da se je večina 
spojine vezala na CN, vendar je majhen del ostal prost. V tem primeru  nismo nadaljevali z 
merjenjem fluorescence, ker bi zaznavali večinoma fluorescenco proste spojine in ne 
označenih CN, kar je bil naš cilj. Nadaljnje meritve bi bilo smiselno izvajati samo v 
primeru popolnega razbarvanja in odlične vezave kot pri spojini 18. Do nepopolne vezave 
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je po vsej verjetnosti prišlo zaradi strukturne lastnosti spojine, ki je kvarterna amonijeva 
sol. Posledično ima stalno pozitiven naboj zaradi iminijevega kationa, katerega prisotnost 
je ključnega pomena za fluorescenco. Očitno je vpliv naboja dovolj velik, da vezava ne 
poteče v celoti in tako ne povzroči popolnega razbarvanja, kljub temu, da ima spojina 




Slika 29. Spojina 25 in CN posamezno ter združeno v EtOH. 
 
Pri spojini 25 je iz slike razvidno, da se je raztopina spojine 25 po dodatku CN samo rahlo 
razbarvala, pri čemer se je večina modre barve ohranila. To pomeni, da se je spojina 25 
slabo vezala na ogljikove CN in posledično zaradi enakih razlogov kot pri izoliranem 
produktu pri sintezi spojine 21 nismo izvajali nadaljnjih meritev fluorescence. 
Predvidevamo lahko, da je do slabe vezave prišlo zaradi dveh razlogov. Prvi je strukturna 
lastnost spojine 25, ki je ponovno kvarterna amonijeva sol s pozitivnim nabojem. Drugi je 
prosta N,N-dialkilna skupina spojine 25 in posledično odsotnost substituiranega 
kinolinskega skeleta. Pri primerjavi spojine 25 in izoliranega produkta pri sintezi spojine 
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21  lahko ugotovimo, da je vezava na CN boljša v prisotnosti kinolinskega skeleta, na 
katerega so vezane fenilne skupine. Enak fragment je prisoten tudi pri spojini 18. Vezane 
fenilne skupine na benzofenoksazinskem delu strukture pri spojini 25 očitno nimajo 
posebnega vpliva. Nimamo pa odgovora, kaj bolj prispeva k večji afiniteti do CN, sam 
kinolinski skelet ali fenilne skupine, ki so vezane na njega. 
 
Iz pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da bi v primeru uspešne sinteze spojine 21, ki je 
derivat nilsko modrega, prav tako prišlo do nepopolne vezave na CN zaradi zgoraj 
navedenih razlogov. 




Po izolaciji spojine 11 smo jo poslali na nadaljnje meritve na IJS, kjer so jo prvotno 
preizkusili za označevanje sesalskih (mišjih) celic. Ugotovili so, da dobro označuje 
plazemsko membrano in tudi dobro fluorescira. Iz slike je razvidna fluorescenca celic 
označenih s spojino 11 in izboljšana ločljivost pri nanoskopiji STED v primerjavi s 
klasično konfokalno mikroskopijo. 
 
 




Vendar se je izkazalo, da spojina 11 hitro prehaja plazemsko membrano in se nato veže na 
znotrajcelične membrane, ki obdajajo določene organele (npr. celično jedro, mitohondrij, 
Golgijev aparat, lizosome, …), kar ni zaželeno. Posledično so preusmerili pozornost na 
označevanje bakterijske plazemske membrane s spojino 11, ker večina bakterij nima 
znotrajceličnih membran. Iz slike je ponovno razvidna izboljšana ločljivost pri nanoskopiji 
STED, prav tako tudi v tem primeru spojina 11 dobro označuje membrano in dobro 
fluorescira. To pomeni, da v odsotnosti znotrajceličnih membran spojina 11 specifično 
označuje plazemsko membrano in je obetaven kandidat za vizualizacijo plazemske 
membrane bakterij z nanoskopijo STED. S strukturnimi modifikacijami pri spojini 11 
(rigidizacija, redukcija dvojne vezi, uvedba sulfonilne skupine) smo dosegli dobro 
fluorescenco, vendar je pri zaznavanju prišlo do hitrega bledenja, kar pomeni, da nismo 
značilno izboljšali fotostabilnosti. Spojina 11 potemtakem ni primerna za dolgoročno 















Spojino 8 smo tudi poslali na IJS, čeprav smo vedeli, da njena emisija ni zadostna za 
nanoskopijo STED. Zanimalo nas je njeno označevanje sesalskih membran v primerjavi s 
spojino 11, ki bi lahko v primeru bolj specifične vezave ponudilo izhodišče za nadaljnje 
načrtovanje. Ugotovili so, da ima zelo podobne lastnosti kot spojina 11, torej dobro 
označuje biološke membrane in solidno fluorescira, vendar prav tako hitro prehaja 
plazemsko membrano in se nato veže na znotrajcelične membrane. Potrdili so tudi, da 
spojina 8 žal ne doseže zahtevane valovne dolžine za stimulirano emisijo, zaradi česar 













Med našim delom smo načrtovali in sintetizirali derivate kumarina ter nilsko modrega na 
osnovi splošnih pristopov za izboljšanje lastnosti fluoroforov, pri čemer smo uspešno 
pridobili polovico načrtovanih spojin, v ostalih primerih pa smo žal bili neuspešni. V obeh 
primerih smo izvedli večstopenjsko sintezo, pri čemer so bili izkoristki posameznih stopenj 
variabilni, celokupni izkoristki pa nizki, kar ni predstavljalo posebno oviro, saj za meritve 
fluorescence zadostujejo nizke koncentracije fluoroforov.  
 
Pri sintezi osnovnih kinolinskih skeletov smo ugotovili, da sinteza najbolje poteče pri 
povišani temperaturi in uporabi InCl3 kot katalizatorja, pri N-alkiliranju pa v prisotnosti 
lipofilnih stranskih skupin. Prav tako uporaba BBr3 ni najprimernejša za odstranitev 
metilnega etra ob sočasni prisotnosti estra v strukturi in je v tem primeru bolj smiselno 
uporabiti alternativno metodo. Največjo težavo sta predstavljali končni stopnji v obeh 
sinteznih poteh, ki sta tudi razlog za nizke izkoristke in neuspešno pridobitev štirih končnih 
spojin. Neuspešna uvedba ciano skupine pri sintezi spojine 9 je najverjetneje posledica 
strukture izhodne spojine 8, kar pomeni, da v tem primeru reakcija ni možna tudi z 
uporabo alternativne metode ali drugih reakcijskih pogojev, kar pa bi zagotovo bilo 
smiselno poskusiti pri neuspešni sintezi načrtovanega benzofenoksazinskega skeleta spojin 
21 in 32 ter neuspešni izolaciji spojine 38. 
 
Za označevanje enoplastnih ogljikovih nanocevk smo preizkusili tri spojine, pri čemer se je 
kumarinski derivat 18 nanje odlično vezal, vendar je bila intenziteta označenih nanocevk 
zelo slaba, najverjetneje, ker testiran tip ogljikovih nanocevk duši fluorescenco. Ugotovili 
smo tudi, da derivati nilsko modrega, najverjetneje zaradi stalnega naboja, niso primerni za 
označevanje ogljikovih nanocevk, ki nimajo kemijsko modificirane površine. Zanimivo pa 
bi jih bilo preizkusiti za označevanje modificiranih ogljikovih nanocevk z bolj hidrofilno 
površino. 
 
Za označevanje bioloških membran smo sintetizirali dve končni spojini, ki sta se zaradi 
sočasne vezave na zunanjo membrano in znotrajcelične membrane izkazali neprimerni za 
označevanje sesalskih celic, spojina 8 pa zaradi neustreznega emisijskega spektra tudi za 
nanoskopijo STED. Na drugi strani pa se je spojina 11 izkazala kot primeren kandidat za 
označevanje bakterijske plazemske membrane za vizualizacijo z nanoskopijo STED in 
predstavlja dobro izhodišče za razvoj novih fluoroforov s tem namenom. Večjo 
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specifičnost označevanja sesalskih membran lahko v prihodnosti poskusimo doseči z 
uporabo drugih strukturnih modifikacij, kjer je zanimiva možnost karboksilna skupina, ki 
smo jo pri spojini 38 uspešno uvedli, ampak nato žal neuspešno izolirali. 
 
Pri vseh spojinah je še zmeraj prisotna težava slabe fotostabilnosti, ki je kljub vsem 
strukturnim modifikacijam nismo uspeli signifikantno povečati in predstavlja področje, 
kjer imamo še veliko prostora za nadaljnje izboljšave. V večini primerov pa smo dosegli 
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